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INTRODUCCIÔN
Introducciôn
El Cannabis sativa se cultiva desde la antigüedad. Las primeras evidencias 
sobre su uso se encontraron en China, donde los descubrimientos arqueolôgicos 
evidencian que la planta se cultivaba desde el ano 4000 AC. La cultura china no 
solo empleaba las fibras obtenidas del tallo de la planta para hacer cuerdas, 
ropas e incluso papel, sino que también ha sido usada para el tratamiento de 
algunas enfermedades como el dolor reumâtico, la malaria o los trastornos del 
aparato reproductor femenino (Li y cols., 1974).
También, en la India, los preparados a partir de la planta se utilizaban 
tanto con fines médicinales como recreacionales en el ano 1000 AC. Se usaba 
como analgésico, anticonvulsivante, anestésico, anti-inflamatorio, 
antiparasitario, antiespasmôdico, diurético, estimulante del apetito, antitusivo, 
expectorante y afrodisiaco (Mikuriya, 1969; Aldrich, 1997).
Los progresivos avances en las investigaciones médicas y farmacéuticas, 
asi como el desarrollo de medicamentos mas especificos y efectivos, para el 
tratamiento de las enfermedades antes mencionadas, junto con las numerosas 
restricciones légales que limitaban su uso y su experimentacion, influyeron en la 
disminuciôn del uso del cannabis como medicina (Fankhauser, 2002). A 
mediados del siglo XX el interés cientifico por dichas sustancias lue aumentando 
paulatinamente debido al incremento en el consumo de cannabis y al mejor 
conocimiento de su composiciôn quimica (Russo, 2006).
El componente principal de la marihuana, el A^-tetrahidrocannabinol (A^- 
THC) lue identificado hace mas de 40 anos (Gaoni y Mechoulam, 1964; Grunfel 
y Edery, 1969; Mechoulam y cols., 1970). Posteriormente, se comprobô que este 
compuesto, junto con otros también présentés en la planta, eran responsables de 
los efectos psicoactivos de los derivados de la planta (Dewey, 1986; Hollister, 
1986). Las caracteristicas hidrofobas de la molécula del THC invitaban a pensar 
en procesos de interacciôn a nivel de la membrana celular como la base 
molecular de los efectos de los cannabinoides. Gracias a la smtesis de
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compuestos derivados de la estructura del THC, de mayor potencia y 
selectividad, se pudo llegar a identificar la presencia de una proteina receptora 
especifica para los cannabinoides. Estos compuestos denominados cannabinoides 
“no clâsicos” incluian entre otros el CP55,940 y el CP55,241. La disponibilidad 
de estos compuestos revoluciono el estudio de la actividad de los cannabinoides. 
El grupo de Hewlett (1988) uso este tipo de compuestos en una Imea celular de 
neuroblastoma para demostrar que producen la inhibiciôn de la adenilato ciclasa. 
Posteriormente, este mismo grupo utilize el compuesto CP55,940 tritiado para 
identificar y caracterizar el receptor de cannabinoides en membranas de cerebro 
de rata (Devane y cols., 1988).
Poco después de la caracterizaciôn molecular de los receptores CBi, 
Munro y cols. (1993) describieron la existencia de un segundo receptor para 
compuestos cannabinoides, que no parecia expresarse en tejido cerebral.
El descubrimiento de los receptores de cannabinoides hizo pensar en la 
posible existencia de compuestos endôgenos en el cerebro que actuaran como 
ligandos fisiolôgicos de los mismos, asi como de mecanismos fisiologicos de 
produccion e inactivaciôn de dichos ligandos. El grupo de Mechoulam en Israel 
a partir de la fracciôn lipfdica de cerebro porcino consiguiô aislar y caracterizar 
el primer compuesto endôgeno capaz de unirse y activar el receptor para 
cannabinoides, identificado como N-araquidonoil etanolamina o anandamida 
(AEA). Posteriormente, y en paralelo con el grupo de Sugiura también aislô e 
identified el segundo de estos compuestos, el 2-araquidonoil glicerol (2-AG) 
(Mechoulam y cols., 1995; Sugiura y cols., 1995). Estos dos compuestos fueron 
los primeros de una gran familia de moléculas endôgenas capaces de unirse a los 
receptores de cannabinoides conocidos como endocannabinoides.
Los mecanismos de smtesis e inactivaciôn de los endocannabinoides son 
bien conocidos en la actualidad. A dia de hoy se sabe que los endocannabinoides
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no se almacenan en vesiculas, sino que son sintetizados y liberados en respuesta 
a estimulos apropiados a partir de moléculas precursoras localizadas en la 
membrana celular. Asi mismo, los endocannabinoides son degradados por 
enzimas especificas taies como la amido hidrolasa de âcidos grasos (FAAH) y la 
monoglicérido lipasa (MGL) (Cravatt y cols., 1996).
En los ûltimos anos se han desarrollado varias moléculas capaces de 
antagonizar de forma selectiva los efectos cannabimiméticos mediados por los 
receptores de cannabinoides, que han supuesto una herramienta fundamental 
para la caracterizaciôn farmacolôgica de estas protefnas.
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QUIMICA DE LOS CANNABINOIDES
Los principales cannabinoides se pueden clasificar de acuerdo a la 
siguiente tabla:
ORIGEN DEL COMPUESTO COMPUESTOS
CANNABINOIDES VEGETALES 
(Derivados del Cannabis sativa)
A9-THC, cannabidiol, 
canabinol, cannabigerol, 
cannabicromeno, 
cannabiciclol
CANNABINOIDES SINTÉTICOS
• Anâlogos de los cannabinoides clâsicos
• Anâlogos de la pravadolina 
(aminoalquilindoles)
• Agonistas selectivos CB.
• Agonistas selectivos CB*
CP 55940, HU 210 
W IN 55212-2 
ACEA, ACPA, 0-1812, 
R-(+)-metanandamida 
HU 308, JWH133, JW - 
015, AM1241, L-759633, 
L-759656
CANNABINOIDES ENDÔGENOS 
(Endocannabinoides)
Araquidoniletanolamida 
(Anandamida-AEA), 2- 
AG, dihomo-y- 
linolenoiletanolamida, 
docosatetranoiletanolami 
da, N-
araquidonoildopamina,
N-oleoildopamina,
oleamida
L -  DERIVADOS DE LA PLANTA
Aunque la principal sustancia psicoactiva del cannabis es el A^- 
tetrahidrocannabinol (A®-THC), la planta contiene cerca de 60 cannabinoides, 
entre los cuales se encuentran el A^-tetrahidrocannabinol (A^-THC), el 
cannabinol (CBN), cannabidiol (CBD), cannabigerol, cannabicromeno y 
cannabiciclol. El A^-THC es el cannabinoide con mayor potencia psicoactiva y es
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muy soluble en lipidos. Fue aislado de la planta Cannabis sativa por Gaoni y 
Mechoulam en 1964. Este compuesto es el principal responsable de los efectos 
farmacolôgicos del cannabis. El A^-THC solo aparece en algunas variedades de 
la planta y su concentraciôn es mucho menor que la del A®-THC. El CBN 
también présenta propiedades psicoactivas, mientras que el CBD es un 
fitocannabinoide no psicoactivo con propiedades anti-inflamatorias, analgésicas, 
ansioliticas y antipsicôticas.
2.- DERIVADOS DE SINTESIS
Has ta 1990, todos los compuestos conocidos que actuaban como 
cannabimiméticos eran derivados estructurales del THC. La situaciôn cambiô 
con el descubrimiento de una nueva familia de compuestos con una gran afinidad 
por los receptores CBi (D’Ambra y cols., 1992; Eissenstat y cols., 1995). El 
CP55940 es un cannabinoide no clâsico, que ha permitido el descubrimiento y la 
caracterizaciôn del receptor CBi (Devane y cols., 1988). Se trata de un 
compuesto menos lipofïlico y mas potente que el THC, y tiene una afinidad 
similar por ambos tipos de receptores cannabinoides. El WIN55212 pertenece a 
la familia de los aminoalquilindoles y posee los mismos efectos farmacolôgicos 
que el THC in vivo. También pertenecen a este grupo el JWH-015 y el L- 
768242, que son compuestos selectivos de receptores CBs (Gallant y cols., 1996; 
Shewolta y cols., 1996).
3.- ENDOCANNABINOIDES
Los endocannabinoides mas investigados han sido la amida de âcidos 
grasos poli-insaturados, N-araquidonoiletanolamida (anandamida-AEA), y el 2- 
araquidonoil glicerol (2-AG). La AEA tiene mayor afinidad por receptores CBi 
que por los CBs, aunque la eficiencia de uniôn a ambos tipos de receptores 
cannabinoides es baja, comportândose como un agonista parcial. El 2-AG tiene 
una afinidad similar a la AEA por los receptores cannabinoides, aunque la 
eficacia con la que se une a los mismos es mayor que la de la AEA. Se sabe que.
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tanto la AEA como el 2-AG, tienen efectos neuromoduladores e 
inmunomoduladores, y que pueden estar implicados en diverses procesos 
patolôgicos.
La N-araquidonoil dopamina es capaz de inducir antinocicepcion en 
ratones a los que se les realiza el test de la plaça caliente y de unirse a receptores 
vanilloides dependientes de voltaje tipo 1 (TPRVl). Su distribuciôn en cerebro 
es distinta a la de la AEA (Bisogno y cols., 2000; Bradshaw y cols., 2005). La N- 
oleoil dopamina es un agonista de receptores TPRVl y es capaz de inducir 
hiperalgesia trente a estimulos térmicos y allodinia (Bradshaw y cols., 2005). 
Por ultimo, la oleamida es capaz de activar receptores CBi, bloquear la 
comunicaciôn intercelular a través de uniones gap, aumentar la ingesta de 
alimentes y regular el sueno (Leggett y cols., 2004; Bradshaw y cols., 2005).
Se ha observado que la AEA, y algunos anâlogos estructurales como la 
metanandamida, la araquidonil-2-cloroetilamida y el N-(4- 
hidroxibencil)araquidonoilamina (AM404), también pueden unirse a receptores 
TPR V l.
OTRAS HERRAMIENTAS FARMACOLÔGOCAS PARA EL ESTUDIO  
DE RECEPTORES CANNABINOIDES 
L -  INHIBIDORES DEL METABOLISMO DE ENDOCANNABINOIDES
El descubrimiento de los mecanismos implicados en la inactivaciôn de los 
cannabinoides ha potenciado el desarrollo de compuestos que son capaces de 
inhibir estos procesos. Algunos de estos inhibidores se han empleado como 
herramientas farmacolôgicas en experimentos con animales encaminados a 
mejorar el conocimiento del papel fisiolôgico y patolôgico de la liberaciôn de 
anandamida y 2-AG. Entre estos inhibidores se encuentran compuestos como el
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AM374, MAFP, DAK, URB532 , URB597 y OL-135 (inhibidores réversibles de 
FAAH), la N-araquidonil glicina y N-araquidonil serina (inhibidores del 
metabolismo de la AEA), y el AM404, VDM l 1, VDM13, OMDM-1, OMDM-2 
y UCM707 (inhibidores de la recaptaciôn de AEA). Sin embargo, no se han 
desarrollado compuestos capaces de inhibir la monoacilglicerol lipasa (MAGL) 
de forma potente y selectiva.
Los inhibidores de FAAH como el OL-135, URB532, URB597 y N- 
araquidonoilglicina tienen propiedades anti-nociceptivas en varios modelos de 
dolor en roedores. También existen datos acerca de las propiedades anti- 
nociceptivas de inhibidores de la recaptaciôn de AEA como el OMDM-2 y el 
VDMl 1 en el test de la plaça caliente realizado en ratas (De Lago y cols., 2004). 
Los smtomas espâsticos caracteristicos de la esclerosis multiple mejoran con el 
inhibidor de la FAAH, AM374, y con inhibidores de la recaptaciôn de AEA 
como el AM404, VDM l 1, OMDM-1 y OMDM-2 en varios modelos murinos de 
la enfermedad (Baker y cols., 2001; De Lago y cols., 2004).
El AM404, el inhibidor del transportador de la AEA, potencia la acciôn de la 
AEA in vivo (Fegley y cols., 2004) y en secciones de hipocampo (Hajos y cols., 
2004). El AM734, inhibidor de la FAAH, también produce un aumento de los 
niveles de endocannabinoides en células de neuroblastoma (Deutsch y cols., 
1997). Ambos compuestos, por separado, activan las vias de la quinasa de 
adhesiôn focal (FAK) y la quinasa regulada por senales extracelulares/quinasas 
activadas por mitôgenos (ERK/MAPK) en secciones de hipocampo en cultivo. 
Esta via es muy importante para la supervivencia neuronal y el mantenimiento 
de la sinapsis (Bahr y cols., 2002; Marsicano y cols., 2003), por lo que se podria 
inferir que los cannabinoides protegen de la excitotoxicidad a través de ella. El 
efecto de estos dos compuestos es revertido por el antagonista CBi, AM281.
A todo lo anterior debemos anadir que los inhibidores del metabolismo de la 
anandamida pueden ser utiles para el tratamiento de la enfermedad de 
Parkinson. Al inhibir la recaptaciôn de la anandamida, aumentan sus niveles y
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su efecto inhibitorio sobre la liberaciôn de glutamato en neuronas
corticoestriatales (Gubellini y cols., 2002; Maccarrone y cols., 2003). Para 
comprobar esta hipôtesis se han realizado diversos experimentos con un modelo 
de rata en el que, la inyecciôn unilateral de 6-hidroxidopamina en una regiôn 
cercana a la substantia nigra, destruye las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales (Daily y cols., 1999; Dodel y cols., 1999). En las regiones 
lesionadas se han observado mayores frecuencias de los potenciales excitatorios 
postsinapticos glutamatérgicos (sEPSPs) que en las secciones control. Las 
frecuencias disminuyen tras la administraciôn de inhibidores de la FAAH, como 
el PMSF y el MAFP, o de inhibidores de la recaptaciôn de anandamida, como el 
AM404 y el VDMl 1. El agonista selectivo de receptores CBi, HU-210, tiene el 
mismo efecto que los inhibidores, y este efecto es revertido por el antagonista 
SR141716A.
2.- AGONISTAS CANNABINOIDES
Estos compuestos incluyen:
□ Cannabinoides clâsicos como el A^-THC, que es el prinicpal
componente psicoactivo del cannabis y un agonista parcial de los
receptores CBi y CBs; el A^-THC, que es semejante al compuesto 
anterior tanto en la afinidad como en la eficiencia con la que se une a 
los receptores cannabinoides; y el 1 l-hidroxi-A®-THC-dimetilheptil 
(HU-210), que tiene una mayor afinidad y eficiencia por los receptores 
que el A^-THC.
□ Cannabinoides no clâsicos, entre los cuales destaca el CP55940; 
aminoalquilindoles como el WIN55212-2 y endocannabinoides, entre 
los que se encuentran la anandamida (AEA) y el 2- 
araquidonoilglicerol (2-AG).
Introducciôn
2.1.- AGONISTAS SELECTIVOS DE RECEPTORES CB,
Se han desarrollado compuestos mas selectivos modificando la estructura 
de agonistas endôgenos como la AEA. Entre este tipo de compuestos se 
encuentran la R-metanandamida, la araquidonil-2-cloroetilamida (ACEA), la 
arquidonilciclopropilamida (ACPA) y el 0-1812 (Hewlett y cols., 2002; Pertwee, 
1999, 2005b). Ademâs, estos compuestos son mas resistentes a la hidrôlisis 
enzimâtica que la AEA (Di Marzo y cols., 2001; Hewlett y cols., 2002; Pertwee, 
2005b).
2.2.- AGONISTAS SELECTIVOS DE RECEPTORES CB^
Los agonistas mas utilizados como herramienta para la investigaciôn 
sobre cannabinoides son el JWH133, cannabinoide clâsico; y el JWH015, un 
aminoalquilindol (Hewlett y cols., 2002; Pertwee, 2000, 2005b). Otros agonistas 
selectivos dentro de este grupo son el HU-308, el AM 1241, los compuestos 
sintetizados por Merck L-759633 y L-759656, y el compuesto desarrollado por 
GlaxoSmithKline, GW405833.
3 .- ANTAGONISTAS CANNABINOIDES
Existen dos tipos de antagonistas de receptores cannabinoides: 
antagonistas selectivos de receptores CBi como el SR144716A (Rimonabant) 
(Rinaldi-Carmona y cols., 1994; Howlett y cols., 2002; Pertwee, 1999, 2005b) y 
los anâlogos estructurales del mismo, como el AM251 y AM281; y antagonistas 
selectivos de receptores CBg, entre los cuales se encuentran el SR l44528 
(Rinaldi-Carmona y cols., 1998) y el AM630 (Ross y cols., 1999a). Dichos 
compuestos se clasifican como agonistas inversos, ya que en algunos sistemas 
son capaces de producir efectos a través de receptores cannabinoides contraries 
a los producidos por los agonistas de los receptores (Pertwee, 2005). Algunos de 
estos compuestos se utilizan en la actualidad en la clmica, entre ellos el
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SR141716A (Rimonabant, Acomplia, Sanofi-Aventis) que se prescribe para el 
tratamiento de la obesidad.
RECEPTORES DE CANNABINOIDES
1.- ASPECTOS GENERALES
En 1990, Herkenham y colaboradores caracterizaron mediante el uso del 
CP55940 la distribuciôn del receptor de cannabinoides en secciones de cerebro 
de varios mamiferos, entre ellos el hombre (Herkenham y cols., 1990). La 
distribuciôn a nivel del SNC, aunque no era similar a la de otras drogas y 
receptores de neurotransmisores conocidos, coincidia con la de algunos 
segundos mensajeros. Basândose en los trabajos de Worley y colaboradores 
(1986), observaron que las areas del cerebro con una elevada densidad de 
receptores de cannabinoides coincidian con areas en las que abundan los 
sistemas de segundos mensajeros acoplados a protefnas G. Esta correspondencia 
anatômica entre ambos sistemas y la ausencia de marcaje tras el uso de 
nucleôtidos de guanina llevô a concluir que los receptores de cannabinoides 
estân acoplados a protefnas G, tal y como previamente habfan descrito Devane y 
cols. (1986) mediante estudios in vitro.
Asf, los receptores de cannabinoides estân formados por un dominio 
amino-terminal extracelular, otro carboxi-terminal intracelular, y siete 
dominios transmembrana.
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Figura 1.- Estructura de los receptores cannabinoides (tornado de Rodriguez y 
cols., 2005)
En los estudios realizados con tejidos de mamiferos se observé que éstos 
expresan dos receptores de cannabinoides: el receptor CBi, clonado en el 
laboratorio de Tom Bonner en 1990, y el receptor CBa, clonado por Sean Munro 
en 1993. Los receptores CBi se encuentran predominantemente en terminales 
nerviosos centrales y periféricos, donde inhiben la liberaciôn de 
neurotransmisores. Ademâs, se expresan en células y tejidos no neurales, como 
la glândula pituitaria, las células del sistema inmune y tejidos del aparato 
reproductor. Por su parte, los receptores CBg se encuentran principalmente en 
células del sistema inmune e intervienen en procesos como la migraciôn celular 
y la liberaciôn de citoquinas.
2.- RECEPTORES CB.
2.1.- DISTRIBUCIÔN
Como se ha mencionado antes, la distribuciôn de los receptores de 
cannabinoides se conociô por primera vez mediante estudios autorradiogrâficos 
en secciones de cerebro de varias especies de mamiferos usando el radioligando 
[^H]CP55,940, que es capaz de unirse con gran afinidad a los receptores CBi 
(Herkenham y cols., 1990). Concretamente, en rata y ratôn las autorradiografias
11
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mostraron que la mayor densidad de receptores se encuentra en el globo pâlido, 
la substantia nigra pars reticulata y las capas moleculares del cerebelo y el giro 
dentado del hipocampo. También se encontre un marcaje intense en la corteza 
cerebral, otras regiones del hipocampo y el estriado; y un marcaje tenue en 
tâlamo y tallo cerebral (Herkenham y cols., 1991). Estos estudios revelaron que 
la densidad de receptores de cannabinoides es mayor que la de otros receptores 
para neuropéptidos y similar a la de receptores corticales de benzodiacepinas, 
estriatales de dopamina y de glutamato.
Figura 2.- Densidad de receptores CB. en corte sagital de cerebro de rata medida por 
autorradiografïa con [[®H^CP55,940 (Herkenham y cols., 1990).
Dos anos mas tarde, el grupo de Mailleux y Vanderhaeghen (1992) 
describiô la distribuciôn del mensajero de receptores CBi en rata mediante 
hibridaciôn in situ. Los resultados de este estudio concordaron con los resultados 
obtenidos anteriormente mediante técnicas autorradiogrâficas, teniendo en 
cuenta que las técnicas de hibridaciôn in situ miden los niveles de ARNm en las 
células y la autorradiografïa de receptores mide los niveles de los productos 
proteicos correspondientes que pueden haberse translocado a lugares mas 
lejanos (Mailleux y Vanderhaeghen, 1992). Los mayores niveles de receptores se 
encontraron en las capas I y VI de la corteza, tanto en células piramidales como
12
Introducciôn
interneuronas, giro dentado del hipocampo, substantia nigra pars reticulata, globo 
pâlido, nùcleo entopeduncular, region lateral del caudado-putamen y capa 
molecular del cerebelo. Se encontraron niveles bajos de receptores en tâlamo, 
hipotâlamo, tallo cerebral y médula espinal (Mailleux y Vanderhaeghen, 1992).
En 1997, el grupo de Glass y cols, describiô la distribuciôn de los 
receptores CBi mediante técnicas de autorradiografïa cuantitativa utilizando el 
compuesto [H^]CP55940 en el cerebro fetal humano (33 semanas de gestaciôn), 
cerebro neonatal (3-6 meses) y cerebro adulto (21-81 anos). Los resultados de 
este estudio muestran que la mayor densidad de este tipo de receptores se 
encuentra en el giro dentado del hipocampo, corteza entorrinal, amigdala, capas 
I y VI de la corteza, globo pâlido, substantia nigra pars reticulata y capa molecular 
del cerebelo. Por el contrario, apenas existen receptores de este tipo en médula 
espinal. La distribuciôn de receptores CBi en el cerebro adulto es muy similar a 
la del cerebro fetal y neonatal, a diferencia de que el marcaje en estos ûltimos es 
mâs intenso, sobre todo en la substantia nigra y los ganglios basales.
Posteriormente, el desarrollo de anticuerpos que se unian a los extremos 
N- y C-terminal de los receptores CBi, permitieron realizar estudios 
inmunohistoquimicos para conocer la localizaciôn celular de este tipo de 
receptores en cerebro de rata. Dichos estudios tenian una mayor resoluciôn que 
los autorradiogrâficos, aunque ambas aproximaciones mostraron resultados muy 
similares (Tsou y cols., 1998, 1999; Elphick and Egertovâ, 2001). El grupo de 
Egertovâ y Elphick (1998) observô, mediante la utilizaciôn de anticuerpos 
dirigidos contra el extremo C-terminal del receptor, que éste se expresa en los 
axones y los terminales de las neuronas. Tsou y cols. (1998) describieron la 
distribuciôn de los receptores CBi en el cerebro de rata mediante técnicas 
inmunohistoquimicas utilizando un anticuerpo dirigido contra el extremo N- 
terminal del receptor. Los resultados de este grupo confirmaron los resultados 
obtenidos previamente mediante métodos autorradiogrâficos o hibridaciôn in 
situ. La mayor densidad de receptores CBi se encuentra en los axones, cuerpos 
celulares y dendritas de neuronas corticales como el bulbo olfatorio y la
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formaciôn hipocampal. También se encontrô un marcaje muy intenso en las 
células en cesta que rodean las células de Purkinje en el cerebelo. Por el 
contrario, el marcaje era menor en areas como el caudado-putamen y la 
amigdala (Tsou y cols., 1998).
En 1999, este mismo grupo demostrô que las neuronas hipocampales que 
exprèsaban el receptor CBi eran neuronas GABAérgicas. Sin embargo, la 
localizaciôn subcelular de ambos marcadores era dis tinta: los receptores CBi se 
distribuyen de forma heterogénea dentro del citoplasma de la neurona, mientras 
que los receptores GABA se distribuyen de forma homogénea a lo largo del 
citoplasma (Tsou y cols., 1999).
2.2.- MECANISMOS DE TRANSDUCCIÔN DE SENALES
Los receptores de cannabinoides pertenecen a la familia de receptores 
acoplados a efectores a través de protefnas G.
Aconil
ciciaaa
[vj
ATP
AMPcArv'P ^ QDPPDE
©
ProtfiirB P
Figura 3.- Mecanismo de transducciôn de senales de receptores acoplados a protefnas G
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En la mayoria de los tejidos, el receptor de cannabinoides se acopla a un 
elector a través de la protema G inhibitoria Gi/o. El receptor de cannabinoides 
inhibe la adenilato ciclasa a través de la protema Gi/o, disminuyendo las 
concentraciones de AMPc intracelulares. Otro de los efectores que puede estar 
regulando el receptor de cannabinoides a través de las protefnas G es la enzima 
fosfolipasa C, que hidroliza el fosfatidil inositol, un Ifpido de membrana, en 
diacilglicerol (DAG) e inositol fosfato (IP).
Ademâs, se ha demostrado que los receptores de cannabinoides estân 
acoplados de forma inhibitoria a canales de calcio de tipo N y P /Q , que son los 
mâs numerosos en la neurona presinâptica. Esto posibilita la modulaciôn de la 
liberaciôn de neurotransmisores por parte de los cannabinoides. Recientemente, 
se ha demostrado que los cannabinoides pueden inhibir también los canales de 
calcio de tipo L en la musculatura lisa de arterias, lo que se correlaciona con el 
papel vasodilatador que pueden tener estos compuestos.
1. ACTIVACIÔN DK MAPK
En muchos tipos celulares se ha observado que los cannabinoides activan 
la cascada de la protefna MAPK a través de receptores CBi. En esta cascada se 
activan très enzimas: una se r/th r quinasa con actividad MAP quinasa quinasa 
llamada MEKK, una quinasa dual capaz de fosforilar tanto en ser/th r como en 
tyr denominada MEK y una ser/th r quinasa llamada MAPK. En mamfferos hay 
descritos al menos cuatro grupos de cascadas MAPK, que se activan en 
respuesta a distintos estfmulos y tienen diferentes funciones biolôgicas. Dos de 
ellos se activan en respuesta a factures de crecimiento y hormonas, y estân 
relacionados con la regulaciôn del crecimiento y la diferenciaciôn celular. Los 
otros dos son activados por estfmulos de estrés y estân relacionados con la 
regulaciôn de muerte celular (apoptosis), transformaciôn tumoral e inflamaciôn. 
Los cannabinoides pueden activar los cuatro tipos de cascadas y, mediante este 
mecanismo, controlan la supervivencia o la muerte celular (Guzmân y cols., 
2001).
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2. PIsK/PKB
La via de las quinasas fosfatidil inositol trifosfato quinasa/protein quinasa 
B (PlsK/PKB) interviene en la regulaciôn del crecimiento y del metabolismo 
celular. Se ha observado que el receptor de cannabinoides CBi puede activar esta 
cascada, participando en la regulaciôn del metabolismo de la glucosa y del 
crecimiento celular (Gômez del Pulgar y cols., 2000).
3. PRODUCCIÔN DE ÔXIDO NÎTRICO
El ôxido nitrico (NO) es un radical libre que se forma por la acciôn de la 
enzima ôxido nitrico sintasa (NOS). A concentraciones bajas puede actuar como 
mensajero intercelular, mientras que a concentraciones elevadas tiene efectos 
perjudiciales a través de la generaciôn de radicales libres. Hay dos tipos de ôxido 
nitrico sintasas: la que se expresa de forma constitutiva en algunas células 
(cNOS) y la inducible (iNOS) que se produce en respuesta a estimulos 
generalmente de tipo inflamatorio. Se ha observado que los cannabinoides 
aumentan la producciôn de NO a través de la activaciôn de cNOS (Fimiani y 
cols., 1999; Stefano y cols., 2000). Esto podria explicar aigu nos efectos de los 
cannabinoides como la vasodilataciôn, la disminuciôn de la funciôn 
inmunovascular y la inhibiciôn de la liberaciôn de neurotransmisores. En 
algunos casos se ha comprobado que los cannabinoides pueden atenuar la 
inducciôn de iNOS provocada por estimulos inflamatorios, pudiendo atribuir un 
efecto anti-inflamatorio a este tipo de compuestos (Stefano y cols., 2000).
4. FOSFOLIPASA D Y FOSFOLIPASA Ag
Otra de las posibles vias de actuaciôn de los cannabinoides a través del 
receptor CBl es la formaciôn de âcido araquidônico (AA), un âcido graso poli- 
insaturado que se forma por la acciôn de la fosfolipasa Ag (PLAg) o la fosfolipasa 
D (PLD). Ambas enzimas son activadas por los cannabinoides en algunos tipos 
celulares (Burstein y cols., 1994). El âcido araquidônico puede metabolizarse
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dando lugar a prostaglandinas, tromboxanos e hidroperoxiâcidos. Ademâs, la 
fosfolipasa As también puede activarse a través de la cascada de las MAPKs, por 
un aumento de la concentraciôn de calcio intracelular o por la activaciôn de la 
protema quinasa C (PKC).
2.2.- REGULACIÔN DE LA EXPRESIÔN DE GENES
La mayoria de las cascadas de transducciôn intracelulares desembocan en 
la producciôn de protemas denominadas factores de transcripciôn que se 
translocan al nûcleo, donde regulan la expresiôn de genes. Hay dos tipos de 
factores de transcripciôn: los constitutivos, que se encuentran unidos al ADN en 
ausencia de estimulo; y los inducibles, que se activan tras un estimulo. Uno de 
los factores de transcripciôn constitutivos modulado por los cannabinoides es la 
familia de factores del elemento de respuesta de uniôn a AM Pc/factor 
autotumorolitico (CREB/ATF) (Herring y cols., 2001). En concreto se ha 
observado que los cannabinoides pueden activar el factor de transcripciôn 
temprano Krox-24 (Bouaboula y cols., 1995) y modular los factores Fos/Jun y el 
factor nuclear kappa B (NFkB).
2 .3 .- FUNCIONES
Lo dicho bas ta ahora contribuye a la comprensiôn de los efectos de los 
compuestos cannabimiméticos y la funciôn de los cannabinoides endôgenos o 
endocannabinoides.
La localizaciôn de los recep tores CBi a nivel presinâptico posibilita que 
los cannabinoides puedan modular la liberaciôn de neurotransmisores en los 
terminales nerviosos. Esta capacidad de los endocannabinoides se ha 
demostrado en numerosos experimentos. Los primeros datos aportados fueron 
los relacionados con el THC y la inhibiciôn de la liberaciôn de acetilcolina en el 
ileo de ratôn (Gill y cols., 1970; Roth, 1978). Posteriormente, se comprobô que 
el THC inhibe la liberaciôn de glutamato, GABA, noradrenalina, dopamina.
17
Introducciôn
serotonina (5-HT) y acetilcolina (Schlicker and Kathmann, 2001). En todos los 
casos, este efecto inhibitorio sobre la liberaciôn de neurotransmisores es 
revertido por el rimonabant, antagonista selective de receptores CBi.
2.3.1.- CONTROL DEL DOLOR
Los receptores CBi juegan un papel importante en la percepciôn del dolor, ya 
que se encuentran en la médula espinal y terminales centrales y periféricos de 
neuronas primarias aferentes que median los procesos de dolor neuropâtico. En 
animales en los que se ha deleccionado el receptor (CBr^-) se ha observado una 
menor anti-nocicepciôn (Valverde y cols., 2000). Los agonistas de receptores 
CBl tienen actividad anti-nociceptiva en un gran numéro de modelos 
expérimentales de dolor, y dicha actividad es antagonizada por el compuesto 
SR141716A (Fuentes y cols., 1999; Fox y cols., 2001 ; Pertwee, 2001 ).
2.3.2.- CONTROL PSICQMOTOR
El numéro de receptores CBi es elevado en los ganglios basales y 
cerebelo, regiones responsables de la funciôn psicomotora. Los cannabinoides, 
por tanto, podrian jugar un papel importante en el control motor. En roedores 
se ha observado un efecto trifâsico de los cannabinoides, de forma que dosis 
bajas de THC (0.2 m g/kg) disminuyen la actividad locomotora, dosis 
intermedias (l-2m g/kg) estimulan el movimiento y dosis elevadas (2.5mg/kg) 
producen catalepsia (Sanudo-Pena y cols., 2000).
El efecto de los cannabinoides sobre el control motor se debe, en parte, a su 
acciôn sobre receptores localizados en cerebelo o en los ganglios basales (Patel y 
Hillard, 2001). Los efectos motores provocados por estos compuestos son el 
resultado de la capacidad de interferir en la actividad de los très principales 
neurotransmisores implicados en la funcionalidad de los ganglios basales, es 
decir, dopamina, GABA y glutamato. En el circuito de los ganglios basales la 
dopamina aparece como neurotransmisor en las neuronas que van desde la
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substantia nigra al cuerpo estriado y cuya disfuncion origina la enfermedad de 
Parkinson (Blandini y cols., 2000). El GABA se localiza en neuronas estriatales 
que proyectan hacia la substantia nigra y el nûcleo entopeduncular (via directa), o 
hacia el globo palido (via indirecta), y cuya disfuncion origina la enfermedad de 
Huntington u otras patologias con alteraciones coreicas (Reddy y cols., 1999). 
Por ultimo, el glutamato es el neurotransmisor utilizado por las aferencias que, 
desde la corteza alcanzan el cuerpo estriado, asi como por las neuronas 
subtalamiconigrales que aparecen hiperactivas en la enfermedad de Parkinson e 
hipofuncionales en el corea de Huntington (Blandini y cols., 1996).
Ademas, para entender mejor el efecto de los cannabinoides sobre el control 
motor, es necesario tener en cuenta la interaccion del sistema cannabinoide con 
otros sistemas de senalizacion. Giuffrida y cols. (1999) demostraron que los 
agonistas de los receptores de dopamina Da producen un aumento de los niveles 
de anandamida en el estriado. También se ha descrito que las células granulares 
del cerebelo expresan, ademas de receptores CBi, receptores opioides de tipo p, 
de adenosina tipo Ai y GABA-B, todos ellos receptores acoplados a protemas G 
capaces de inhibir la liberaciôn de glutamato.
2.3.3. - MEMORIA
La intoxicaciôn aguda por cannabis produce alteraciones de la memoria a 
corto plazo. En animales, también se ha observado una menor capacidad para 
realizar tareas de aprendizaje espacial tras la administraciôn de THC, 
cannabinoides sintéticos y anandamida. Este efecto es revertido por el 
rimonabant, lo cual indica que se trata de un efecto mediado por receptores CBi. 
Las alteraciones mencionadas se deben a la presencia de los receptores 
cannabinoides en el hipocampo, mas concretamente en neuronas GABAérgicas 
del giro dentado, neuronas piramidales glutamatérgicas e interneuronas 
GABAérgicas; inhibiendo en todas ellas la liberaciôn de ambos 
neurotransmisores. Algunos autores proponen que este efecto de los
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cannabinoides sobre la memoria es similar al que se observa tras la retirada 
quirûrgica del hipocampo (Hampson and Deadwyler, 1999).
2.3.4.- PERCEPCIÔN
Los efectos de los compuestos cannabinoides sobre la percepciôn se deben a 
la presencia de receptores CBi en neuronas corticales GABAérgicas (Marsicano 
and Lutz, 1999), que se concentran en las capas II, III, V y VI de la corteza.
Los estudios que se han realizado para conocer el efecto de los cannabinoides 
sobre la percepciôn han revelado resultados confusos y contradictories. Los 
consumidores de cannabis describen un aumento subjetivo de las percepciones 
auditivas y visuales, mientras que los estudios realizados en laboratorio no 
muestran cambios en dichas percepciones. El ûnico efecto subjetivo del cannabis 
que se ha demostrado es la percepciôn, por parte de los consumidores, de una 
excesiva rapidez en el paso del tiempo. El mismo efecto también se ha observado 
en ratas entrenadas para responder a una recompensa con comida en intervalos 
de tiempo prefijados, de forma que los animales tratados con THC o 
WIN55,2122 tienen tiempos mas cortos, efecto que es revertido por el 
rimonabant (Han and Robinson, 2001).
2.3.5.- ENFERMEDADES MENTALES
Giuffida y cols. (2004) han encontrado mayores niveles de anandamida en el 
hquido cerebroespinal de pacientes con esquizofrenia con respecto a pacientes 
sanos. Ademâs, existen datos que muestran que el uso de cannabis puede 
desencadenar episodios psicôticos en individuos vulnérables a través de la 
desensibilizaciôn de receptores CBi.
El sistema cannabinoide también se ha propuesto como posible diana 
terapéutica para el tratamiento de enfermedades en las que se produce una
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respuesta inadecuada a los estimulos aversivos, como por ejemplo, el estrés post- 
traumâtico o las fobias (Marsicano y cols., 2002).
2.3.6.- EXCITOTOXICIDAD
Se ha demostrado el papel protector de los cannabinoides endôgenos y 
exôgenos en los procesos excitotôxicos (Marsicano y cols., 2003). La inyecciôn 
de âcido kainico eleva los niveles de anandamida en el hipocampo, e induce 
mayor numéro de convulsiones en animales que carecen de receptores CBi o en 
los que se ha bloqueado el receptor. En los animales que carecen del receptor no 
se producen convulsiones tras la inyecciôn del âcido si previamente se les 
administra el compuesto UCM707, inhibidor de la recaptaciôn de anandamida.
El bloqueo de la activaciôn de los receptores CBi aumenta la susceptibilidad 
frente a la excitotoxicidad (Khaspekov y cols., 2004; Karanian y cols., 2005). Los 
ratones que carecen de este receptor son mâs sensibles al dano isquémico 
(Parmentier-Batteur y cols., 2002). Estos datos indican que los receptores CBi 
son importantes para la supervivencia de las neuronas.
2.3.7.- ESCLEROSIS MULTIPLE
La esclerosis multiple es una enfermedad crônica del SNC que causa lesiones 
de tipo inflamatorio que provocan una desmielinizaciôn, produciéndose una 
inhibiciôn de la neurotransmisiôn (Campston y Coles, 2002). La destrucciôn de 
la mielina h ace que se produzca una expresiôn aberrante y una redistribuciôn de 
los canales iônicos del axôn. Esto hace que los axones sean mâs sensibles a los 
efectos daninos de los radicales libres y la excitotoxicidad por glutamato, 
desencadenando una neurodegeneraciôn crônica (Foster y cols., 1980; Block y 
cols., 2000; Pitt y cols., 2000; Smith y cols., 2000; W erner y cols., 2001; Kapoor 
y cols., 2003).
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Se ha demostrado en diferentes modelos animales que los cannabinoides 
mejor an la sintomatologia y la patologia de la esclerosis multiple (Arévalo- 
M artin y cols., 2003), siendo estos efectos mayoritariamente mediados por los 
receptores CBi présentes en las neuronas, aunque también podrian estar 
implicados los receptores CBg présentes en la glia (Lyman y cols., 1989; 
W irguin y cols., 1994; Arévalo-Martm y cols., 2003). También se han 
desarrollado ensayos clmicos en humanos, en los que la administraciôn de 
cannabinoides reduce la espasticidad y los temblores (Robson y cols., 2002).
2.3.8.- REGULACIÔN DEL APETITO
Muchos consumidores de cannabis afirman que tienen mayor apetito, en 
particular por los alimentos dulces. Este efecto de los cannabinoides se ha 
demostrado en condiciones expérimentales (Hollister, 1971; Mattes y cols., 
1994). Sin embargo, los estudios realizados en humanos han arrojado resultados 
muy variables.
En los ensayos clmicos en los que se ha administrado THC (dronabinol) se 
ha observado que este compuesto disminuye la falta de apetito y la pérdida de 
peso en pacientes con SIDA (Smdrome de Inmunodeficiencia Adquirida) (Beal y 
cols., 1995). En EEUU se ha aprobado el uso de dicho compuesto para este tipo 
de pacientes.
Numerosos autores han demostrado que los endocannabinoides son capaces 
de modular los efectos supresores del apetito atribuidos a la leptina (Di Marzo y 
cols., 2001a).
2.3.9.- EFECTO ANTIEM ÉTICO
La aplicaciôn clmica de los cannabinoides mejor documentada es su 
capacidad de disminuir las nauseas y vômitos en pacientes sometidos a 
tratamientos de quimioterapia. En EEUU se ha aprobado el uso del THC
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(dronabinol) y la nabilona, aunque todavia no ban resultado ser de gran utilidad, 
debido al estrecho margen que existe entre la dosis con efecto anti-emético y la 
dosis que produce los efectos no deseados. Por otra parte, los estudios en 
animales demuestran que los efectos anti-eméticos de los cannabinoides son 
mediados por receptores CBi (Darmani, 2002).
2.3.10.- CÂNCER
Algunos tipos de células cancerigenas producen anandamida y 2-AG, que 
actùan sobre los receptores de cannabinoides inhibiendo su proliferaciôn. Este 
efecto inhibitorio puede potenciarse con el uso de inhibidores del metabolismo 
de endocannabinoides. La activaciôn de receptores CBi produce una disminuciôn 
de la proliferaciôn de células cancerigenas, la angiogénesis, el crecimiento 
tumoral y la metastasis (Bifulco y cols., 2001; Guzmân y cols., 2005).
2.3.11.- APARATO DIGESTIVO
Se han encontrado niveles elevados de endocannabinoides en algunas 
enfermedades en las que existe inflamaciôn del tracto digestivo o diarrea. 
También se han encontrado receptores CBi en neuronas del plexo mientérico. 
Esta hiperactividad del sistema cannabinoide mejora alguno de los smtomas 
caracteristicos de este tipo de enfermedades, y esta mejora puede potenciarse 
con el uso de agonistas cannabinoides o inhibidores del metabolismo de 
endocannabinoides (Izzo y cols., 2005).
Izzo y cols. (2003) han encontrado una elevada densidad de receptores CBi 
en el tracto intestinal. Estos receptores al activarse disminuyen la acumulaciôn 
de fluido intestinal inducida por la toxina colérica en ratones. Massa y cols. 
(2004) han demostrado que la colitis inducida por el compuesto DNBS es mâs 
acusada en ratones que carecen del receptor CBi que en ratones wild-type.
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3.- RECEPTORES CE*
3.1.- DISTRIBUCIÔN
Los receptores CBg se expresan, bajo condiciones no patolôgicas, en 
células del sistema inmune: macrofagos, células B y NK (natural killer), 
monocitos, neutrôfilos y células T. Ademâs, se ha descrito su presencia en 
tejidos asociados al sistema inmune como el bazo y el timo (Klein y cols., 2003). 
Dado que los tipos celulares mencionados intervienen en procesos inflamatorios, 
se considéra que los receptores CBg pueden desempenar importantes funciones 
en estos procesos. Su presencia en estas células podria explicar los efectos 
moduladores que ejercen los cannabinoides sobre la respuesta inmune 
(Kaminski, 1998).
Numerosos grupos demostraban la ausencia de este tipo de receptores en 
cerebro, pero existen estudios recientes que demuestran la presencia de los 
mismos en neuronas situadas en estructuras cerebrales localizadas como el tallo 
cerebral (Van Sickle y cols., 2007). Este grupo ha observado la expresiôn del 
ARNm de receptores CBg en cerebelo, tallo cerebral y corteza mediante RT- 
PCR; y la expresiôn del receptor en neuronas del nûcleo motor dorsal del vago, 
el nûcleo ambigüo, y el nûcleo trigémino mediante técnicas 
inmunohistoquimicas. Por el contrario, estos autores no observaron su 
expresiôn en células gliales y vasos sangumeos. Ademâs, se ha descrito la 
expresiôn de receptores CBg en células granulares del cerebelo (Skaper y cols., 
1996) y células endoteliales en cultivo (Golech y cols., 2004).
A diferencia de los receptores CBi, cuya expresiôn es muy amplia y 
constitutiva en el organismo, la de los receptores CBg es inducible tras diverses 
estimulos. Carlisle (2002) utilizô células de microglia en distintos estados de 
activaciôn y demostrô que los receptores CBi se expresan de forma constitutiva 
en todos los estados de activaciôn, mientras que la expresiôn de los receptores 
CBg se reduce a células en estado activado.
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3.2.- MECANISMOS DE TRANSDUCCIÔN DE SENATES
Al igual que los receptores CBi, los receptores CBg también pertenecen a 
la superfamilia de receptores acoplados a protemas G, y regulan la actividad de 
varias vfas de senalizacion, incluyendo enzimas que producen segundos 
mensajeros ciclicos y distintas quinasas. Los receptores CB2 estimulan la via de 
las MAPKs, entre ellas la cascada de la quinasa ERK (Bouaboula y cols., 1996; 
Carrier y cols., 2004; Palazuelos y cols., 2006), la via de la MAPK p38 (Gertsch 
y cols., 2004) y la cascada de la Pl3K-Akt (Molina-Holgado y cols., 2002; 
Samson y cols., 2003; Palazuelos y cols., 2006). Sin embargo, los receptores CBg 
difieren de los CBi en que no son capaces de modular los canales de calcio tipo-
e
3.3 .- FUNCIONES
El desarrollo de animales que carecen del receptor CBg ha permitido 
discriminar las funciones de los compuestos cannabinoides mediadas por ambos 
tipos de receptores. En estos animales desaparecen los efectos 
inmunomoduladores de los compuestos cannabinoides y se mantienen los 
efectos comportamentales mediados por receptores CBi (Buckley y cols., 2000).
3.3.1.- CONTROL DEL DOLOR
La activaciôn de los receptores CBg produce analgesia. La administraciôn 
sistémica de agonistas selectivos de este receptor como el HU308, GW405833 y 
AM 1241 produce anti-nocicepciôn en varios modelos de dolor en rata (Hanus y 
cols., 1999; Valenzano y cols., 2005). Este efecto es revertido por la 
administraciôn de antagonistas selectivos CBg. La capacidad analgésica de los 
receptores CBg podria deberse a la presencia de este tipo de receptores en células 
no neuronales de la piel que, al activarse, producen la liberaciôn de moléculas 
que, a su vez, activan nociceptores periféricos (Malan y cols., 2001). En un
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modelo de dolor inducido por temperatura en rata se ha observado que el 
AM 1241 produce anti-nocicepciôn a través de la activaciôn de receptores CBg 
présentes en queratinocitos, que producen P-endorfina, la cual activa receptores 
opioides localizados en terminales de neuronas primarias aferentes. Sin 
embargo, no se debe descartar la posibilidad de que las neuronas sensoriales 
expresen receptores CBg capaces de mediar la analgesia (Ross y cols., 2001). Por 
ultimo, los agonistas cannabinoides también son capaces de aliviar el dolor en 
humanos, como ocurre en pacientes con dolor neuropâtico, câncer y esclerosis 
multiple (Notcutt y cols., 2004).
Por otro lado, algunos autores han descrito un aumento de los niveles del 
ARNm de los receptores CB2 en la médula espinal de un modelo de dolor 
neuropâtico en rata (Beltramo y cols., 2006). Estos resultados sugieren que los 
agonistas CB2 también pueden mediar sus efectos analgésicos actuando a través 
de receptores situados a nivel neuronal, siendo este tipo de receptores una diana 
terapéutica para el tratamiento del dolor crônico.
3.3.2.- ESCLEROSIS M ULTIPLE
Los receptores CB2 participan en los procesos inmunes, favoreciendo la 
proliferaciôn celular, inhibiendo la producciôn de citoquinas y promoviendo la 
apoptosis (Klein y cols., 2003). Ademâs, los cannabinoides mejoran los smtomas 
asociados a enfermedades como la esclerosis multiple tanto en humanos como en 
roedores en modelos de encefalitis autoinmune experimental (EAE) (Lyman y 
cols., 1989; W irguin y cols., 1994; Arévalo-Martm y cols., 2003).
3.3.3.- EFECTO ANTIEM ÉTICO
La presencia de los receptores CB2 en el tallo cerebral ha llevado a 
diverses grupos a investigar su posible efecto en el control de la emesis. Es 
sabido que el A^-THC actûa a nivel de las neuronas del complejo dorsal del 
vago, lugar en el cual se integran los reflejos eméticos. Este complejo incluye el
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nûcleo del tracto solitario, el ârea postrema y el nûcleo motor dorsal del vago, 
lugares en los que se ha encontrado expresiôn de receptores CBs (Van Sickle y 
cols., 2005). Este grupo observô que tanto la AEA como el 2-AG son capaces de 
disminuir la emesis de forma dosis-dependiente en hurones tratados con morfma 
6-glucurônido, un potente estimulo emético. El efecto antiemético de la AEA es 
revertido por el antagonista selectivo de receptores CBi AM251, corroborando 
que la AEA no es muy eficaz actuando sobre receptores CBg. Por el contrario, 
los efectos antieméticos producidos por el 2-AG son revertidos por el 
antagonista selectivo de receptores CBi,AM251, y selectivo de receptores CBg, 
AM630. Estos resultados demuestran que los compuestos cannabinoides son 
capaces de reducir la emesis actuando a través de los receptores CB2 présentés 
en el tallo cerebral, y que el efecto es mayor si se utiliza un cannabinoide capaz 
de activar ambos tipos de receptores.
3.3.4.- CÂNCER
La expresiôn de receptores CB2 aumenta con la malignizaciôn de los 
tumores gliales y de mama, inhibiendo la diferenciaciôn de neutrôfilos (Sanchez 
y cols., 2001; Alberich y cols., 2004 Caffarel y cols., 2006).
Los ûltimos estudios realizados con cannabinoides demuestran que la 
administraciôn de estos compuestos en gliomas tiene un efecto antitumoral 
(Guzmân y cols., 2003; Velasco y cols., 2004). Dicho efecto también se ha 
observado tras la administraciôn de agonistas para ambos tipos de receptores en 
células C6, varias Imeas celulares de astrocitoma y células obtenidas a partir de 
biopsias de astrocitoma humano (Sânchez y cols., 2001).
La actividad antitumoral de los compuestos cannabinoides se debe a la 
inducciôn de apoptosis en las células transformadas y la inhibiciôn de los 
procesos de angiogénesis (Guzmân y cols., 2003). Los receptores CB2 inducen la 
smtesis de ceramidas de novo, esfmgolipidos que actûan como segundos 
mensajeros que inducen apoptosis. Los niveles celulares de ceramida estân
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inversamente relacionados con la progresion maligna de los tumores y el mal 
pronôstico de los astrocitomas humanos, de forma que los astrocitomas menos 
malignos tienen un mayor contenido de ceramidas que los mâs malignos 
(Velasco y cols., 2004). Los tumores necesitan la angiogénesis para poder llevar 
a cabo los procesos de nutriciôn, intercambio de gases y la eliminaciôn de 
residuos. La inhibiciôn de la angiogénesis constituye una buena herramienta 
para los tratamientos antitumorales. Blâzquez y cols. (2003) demostraron que la 
administraciôn de compuestos cannabinoides inhibe la angiogénesis y proponen 
que este efecto estâ mediado por la activaciôn de receptores CBg, que a su vez 
inhiben la via de senalizaciôn del factor de crecimiento vascular endotelial 
(VEGF).
3.3.5.- ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES
La anandamida y el 2-AG producen hipotensiôn en enfermedades como el 
shock séptico y cardiogénico, y en hemorragias. También es posible que el 
sistema endocannabinoide sea capaz de protéger frente a la ateroesclerosis. Los 
receptores CBa se expresan en los macrôfagos y los linfocitos T  que rodean las 
plaças ateroesclerôticas en arterias de humano y ratôn (Steffens y cols., 2005). 
Ademâs, la administraciôn oral diaria de A^-THC inhibe la formaciôn de estas 
plaças en ratôn, mediante la activaciôn de receptores CBg (Steffens y cols., 2005).
4.- OTROS RECEPTORES CANNABINOIDES
Los estudios realizados con animales que carecen del receptor CBi o CBg 
han permitido identificar posibles receptores de cannabinoides adicionales.
4.1.- RECEPTORES DE CANNABINOIDES EN NEURONAS
Existen varios datos que apoyan la existencia de receptores de 
cannabinoides distintos de los receptores CBi y CBg. Se ha observado que la 
AEA y el WlN55,212-2 estimulan la uniôn de GTPyS en membranas
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preparadas a partir de cerebro de ratones knockout para el receptor CBi, efecto 
que es débilmente antagonizado por el antagonista SR141716A. Sin embargo, la 
distribuciôn de este receptor no coincide con la de los receptores CBi y CB2 
(Breivogel y cols. 2000, 2001). Por otro lado, Hâjos y cols. (2001, 2002) 
estudiaron la transmisiôn glutamatérgica en la region CAl del hipocampo en 
ratones, y observaron que el WIN55,212-2 y el CP55,940 inhiben la transmisiôn 
excitatoria con la misma eficacia en ratones wild-type y ratones knockout CBi, y 
que este efecto es revertido por el antagonista SR141716 y la capsacepina. El 
W1N55,212-2 y el CP55,940 no interaccionan con los receptores de vanilloides 
tipo 1 (TRPVl), por lo que esta respuesta no esta mediada por este tipo de 
receptores, sino por otro tipo de receptor cannabinoide. Por ultimo, Welch y 
cols. (1998) estudiaron el efecto analgésico del THC a nivel de la médula espinal 
y encontraron que la potencia del antagonista SR141716A para inhibir los 
efectos producidos por el THC, la AEA y el CP55,940 es distinta a la que cabria 
esperar si se tratase de un efecto mediado por receptores CBi.
4.2.- RECEPTORES DE CANNABINOIDES EN VASOS SANGUINEOS
Algunos cannabinoides producen vasodilataciôn e hipotensiôn sin la 
activaciôn de receptores CBi, CB2 y TPRVl (Jârai y cols., 1999; Begg y cols., 
2005; Kunos y cols., 2002). Este tipo de respuesta es sensible a la toxina 
pertusis, lo cual indica que este tipo de receptor también esta acoplado a 
proteinas G. Por ejemplo, el “abnormal cannabidiol” (abn-CBD), anâlogo del 
cannabidiol, actûa como un agonista sobre los receptores de cannabinoides aûn 
por identificar, y no tiene efecto sobre los receptores CBi y CB2 . Existen varias 
Imeas de investigaciôn que demuestran que las células endoteliales expresan 
este receptor de cannabinoides, cuya activaciôn estimula la producciôn de ôxido 
nitrico (NO) y produce vasodilataciôn (Offertâler y cols., 2003).
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4.3.- RECEPTORES DE CANNABINOIDES EN CELULAS INMUNES
Se han llevado a cabo experimentos con la palmitoiletanolamida (PEA), 
anâlogo de la AEA, que apuntan la existencia de un receptor de cannabinoides 
adicional en las células inmunes. Piomelli y cols. (1998) demostraron que este 
compuesto disminuye el dolor asociado a varias respuestas de tipo inflamatorio, 
y que este efecto analgésico estâ mediado por otro receptor de cannabinoides.
Cabrai y Marciano-Cabral (2005) demostraron que el levonantradol, 
agonista de receptores cannabinoides, inhibe la expresiôn del ARNm de las 
citoquinas pro-inflamatorias interleuquina 1 (IL-iP) y el factor de necrosis 
tumoral (TNF- a); y que este efecto no es revertido por el antagonista del 
receptor CBi, SR141716A, o el del receptor CBg, SR144528. Estos datos 
apuntan la existencia de un receptor de cannabinoides distinto de los receptores 
CBl y CBs capaz de modular la producciôn de citoquinas pro-inflamatorias.
Recientemente, se ha descrito que las células de microglia de la Imea BV- 
2 producen e hidrolizan la PEA (Stella y Muccioli, 2007). Ademâs, estos autores 
han observado que el compuesto URB602 es capaz de inhibir la hidrôlisis de 
PEA en estas células mientras que el URB597 no tiene ningùn efecto. Estos 
resultados sugieren que la PEA es degradada por un enzima présente en las 
células de microglia y aûn por caracterizar, y que ésta podria ser una diana 
terapéutica en los procesos de neuroinflamaciôn.
4.4.- RECEPTOR GPR55
El receptor GPR55 fue identiflcado en cerebro como un receptor 
huérfano acoplado a protemas G (Sawzdargo y cols., 1999). El gen que codifica 
para este receptor estâ situado en el cromosoma 2 en ratôn y en el cromosoma 6 
en humanos. Mediante técnicas de Northern blot en tejidos humanos se 
observaron niveles elevados del ARNm de este receptor en el caudado-putamen.
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Posteriormente, mediante técnicas de hibridaciôn in situ se identified en el 
hipocampo, tâlamo y cerebro medio de rata (Sawzdargo y cols., 1999). La 
distribuciôn de este receptor coincide con regiones del cerebro en las que los 
cannabinoides tienen efectos importantes, por lo que cabrfa esperar que algunos 
de esos efectos estén mediados a través de este receptor.
ENDOCANNABINOIDES
Hoy en dia sabemos que los endocannabinoides actûan como mediadores 
endôgenos, y conocemos los mecanismos de su biosmtesis e inactivaciôn. Estos 
compuestos no son almacenados en reservorios en las células, sino que se 
producen en respuesta a diverses estimulos fisiolôgicos o patolôgicos, como por 
ejemplo la despolarizaciôn de la membrana neuronal o por los lipopolisacâridos 
présentes en la pared bacteriana, conclusiôn a la que se llegô a partir de diverses 
experimentos llevados a cabo con la anandamida (Di Marzo y cols., 1994). 
Después de ser sintetizados, la anandamida y el 2-AG se liberan al medio 
extracelular por un mécanisme aûn desconocido, y actûan sobre los receptores 
de cannabinoides. Finalmente, la inactivaciôn de estos compuestos se lleva a 
cabo en dos pasos: la recaptaciôn en las células a través de un posible recaptador 
de membrana, aûn por caracterizar, y la inactivaciôn enzimâtica.
L -  SÏNTESIS DE AEA
La smtesis de AEA fue descrita por primera vez por Di Marzo y 
colaboradores (1994), los cuales demostraron que las neuronas del cerebro de 
rata producen AEA tras la estimulaciôn con ionomicina o con agentes 
despolarizantes como el kainato o altas concentraciones de potasio.
Posteriormente, se han descrito dos vfas de sfntesis distintas (Di Marzo, 
1998; Schmid, 2000; Sugiura y cols., 2002, 2006b; Di Marzo y cols., 2004): la 
primera vfa es la N-acilaciôn directa de la etanolamina, y la segunda es la
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formaciôn de la N-araquidonoil fosfatidiletanolamina (PE) por la acciôn de la 
fosfodiesterasa (Figura 4).
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Figura 4.- Via de sintesis de la AEA (Di Marzo y cols., 2004)
Recientemente, Liu y colaboradores (2006) han descubierto otra ruta de 
smtesis de AEA, en la que el N-araquidonoil PE es hidrolizado por la fosfolipasa 
C, produciendo N-araquidonoiletanolamina fosfato, que es posteriormente 
hidrolizado por una fosfatasa para dar AEA.
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2.- SfNTESIS DE 2-AG
Sugiura y colaboradores (1995) apuntaron que el 2-AG se puede formar a 
partir de fosfolipidos de membrana que contienen âcido araquidônico como el 
inositol, a través de enzimas como la fosfolipasa C y la diacilglicerol lipasa o la 
combinaciôn de la fosfolipasa Ai y la fosfolipasa C (Figura 5).
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Figura 5.- Via de sintesis del 2-AG (Di Marzo y cols., 2004)
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SISTEMA DE INACTIVACIÔN DE ENDOCANNABINOIDES
1.- TRANSPORTADOR DE MEMBRANA
El primer paso para la inactivaciôn de los endocannabinoides es su retirada 
râpida del medio extracelular. Los endocannabinoides tienen una naturaleza 
lipofüica, por lo que son capaces de difundir a través de la membrana plasmâtica 
si su concentraciôn en el medio extracelular es superior a la del medio 
intracelular. Sin embargo, para que la retirada se produzca de una forma tan 
râpida como de hecho ocurre es necesario que se lleve a cabo mediante 
mecanismos mâs selectivos, como son los transportadores de membrana o los 
procesos enzimâticos capaces de reducir las concentraciones intracelulares de 
estos compuestos.
La anandamida y el 2-AG son recapturados en las células a través de 
mecanismos de transporte facilitado selectivos, saturables, dependientes de 
temperatura e independientes de Na+, conocidos como transportadores de 
membrana de la anandamida (TAMs) (Di Marzo y cols., 1994; Beltramo y cols., 
1997; Bisogno y cols., 1997a; Hillard y cols., 1997; Maccarrone y cols., 1998, 
2000a, b). Sin embargo, estas protemas no han sido aûn aisladas ni clonadas.
La existencia de un transportador de membrana de la anandamida es un 
tema muy controvertido. Existen autores como Glaser y cols. (2003) que 
proponen que la hidrôlisis intracelular de la anandamida por la enzima amido 
hidrolasa de âcidos grasos (FAAH) es suficiente para hacer que la anandamida 
difunda desde el medio extracelular hacia el interior de la célula.
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2.- ENZIMAS DE DEGRADACIÔN
2 . 1.-  AMIDO HIDROLASA DE ÂCIDOS GRASOS (FAAH)
Los endocannabinoides que se encuentran en el interior de la célula, son 
degradados por la FAAH, protema integral de membrana que fue inicialmente 
clonada como la enzima que dégrada el factor estimulador del sueno cis-9- 
octadecenoamida (oleamida) (Maurelli y cols., 1995). Fste enzima hidroliza la 
AFA y el 2-AG a âcido araquidônico y etanol-amina o glicerol, respectivamente. 
La FAAH ha sido clonada en ratôn, rata y humano, y muestra un alto grado de 
similitud y una especificidad similar por los sustratos en las très especies 
(Cravatt y cols., 1996; Giang y cols., 1997).
Las propiedades cinéticas de la FAAH han sido revisadas en numerosos 
articulos y se han desarrollado inhibidores selectivos de la misma. También, se 
ha identiflcado la regiôn promotora del gen que codifica para la enzima 
(Puffenbarger y cols., 2001; Waleh y cols., 2002), que es regulada a la alta por 
progesterona y leptina (Maccarrone y cols., 2003a, b) y a la baja por estrôgenos 
y glucocorticoides (Waleh y cols., 2002).
Fn el SNC, los mayores niveles de actividad de FAAH se encuentran en el 
hipocampo y la corteza cerebral, mientras que existen niveles muy bajos en tallo 
cerebral e hipotâlamo. Fn el cerebelo, bulbo olfatorio, estriado y tâlamo se 
encuentran niveles intermedios del enzima (Thomas y cols., 1997; Fgertovâ y 
cols., 1998a). Existe una buena correlaciôn entre los niveles de actividad de 
FAAH y su distribuciôn en las distintas âreas cerebrales mencionadas 
anteriormente, indicando que este enzima es la mayor responsable de la 
inactivaciôn de las amidas de âcidos grasos en cerebro (Fgertovâ y cols., 1998a). 
Ademâs, el patrôn de distribuciôn de FAAH coincide mayoritariamente con el 
de los receptores CBi en cerebro de rata (Fgertovâ y Flphick, 2000).
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Se han desarrollado animales que carecen de esta enzima (FAAH-^-), que se 
caracterizan por una mejor respuesta a la anandamida administrada de forma 
exôgena (Cravatt y cols., 2001). FI cerebro de estos ratones tiene unos niveles 
de anandamida 15 veces mayores al de los animales wild-type. Fstos animales 
presentan también una menor sensibilidad a estimulos dolorosos, por lo que 
cabria pensar que los inhibidores de la enzima podrian usarse como analgésicos.
2 .2 .-  OTRAS ENZIMAS DE DEGRADACIÔN
2 .2.1.- MONOACILGLICEROL LIPASA (MAGL)
Fxisten datos que demuestran que los niveles de 2-AG no se encuentran 
aumentados en ratones que carecen de FAAH (Lichtman y cols., 2002). Fste 
hecho podria explicarse con la existencia de otro tipo de enzimas encargadas de 
su hidrôlisis: las monoacil glicerol lipasas (MAGLs), que se encuentran tanto en 
fracciones de membrana como citosôlicas. Al igual que ha sido demostrado para 
la enzima FAAH (Fgertovâ y cols., 1998), la MAGL de rata se encuentra en 
regiones del cerebro en las que existe un elevado numéro de receptores CBi, 
como por ejemplo el hipocampo.
La MAGL participa en la regulaciôn de los niveles de endocannabinoides 
en el SNC (Dinh y cols., 2002). Fste enzima fue clonada recientemente en tejido 
adiposo de ratôn (Karlsson y cols., 1997) y en cerebro de rata (Dinh y cols., 
2002). La MAGL humana también se ha clonado y présenta un 84% de 
homologia con la de ratôn y un 85% con la de rata. La de rata présenta una 
distribuciôn heterogénea en cerebro, con niveles elevados en regiones en las que 
abundan los receptores CBi como el hipocampo, la corteza y el cerebelo (Dinh y 
cols., 2002). Su localizaciôn a nivel celular corresponde a axones de neuronas 
piramidales y células granulares de la regiôn CA3 del hipocampo (Gulyas y 
cols., 2004). La localizaciôn de este enzima en terminales presinâpticos sugiere 
que puede participar en la terminaciôn de la senal retrôgrada en los mismos 
(Dinh y cols., 2002; Gulyas y cols., 2004).
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Son escasos los estudios acerca de los efectos de los inhibidores de la 
MAGL en los diversos procesos mediados por los endocannabinoides debido a la 
falta de disponibilidad de agentes farmacolôgicos selectivos.
2.2.2.- CICLO-OXIGENASA 2 (COX-2)
La AEA y el 2-AG pueden sufrir reacciones de oxidaciôn mediadas por la 
ciclo-oxigenasa 2 (COX-2). Ambos endocannabinoides interaccionan con este 
enzima dando lugar a etanolamidas y ésteres de glicerol de las prostaglandinas, 
respectivamente (Kozak y cols., 2001, 2003). Este enzima se expresa de forma 
constitutiva en médula espinal (Ghilardi y cols., 2004) y sus niveles aumentan 
en respuesta a procesos inflamatorios (Svensson y Yaksh, 2002). Los agentes 
anti-inflamatorios no esteroideos, que actûan inhibiendo la COX-2, son capaces 
de interaccionar con el sistema endocannabinoide tanto in vitro como in vivo 
(Fowler, 2007).
SISTEMA CANNABINOIDE ENDÔGENO Y PATOLOGÎA DEL 
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
De lo dicho anteriormente, se concluye que el SCE desempena importantes 
funciones neuromoduladoras en la fisiologia del SNC. Ademâs, hoy en dia 
sabemos que el SCE se ve alterado en diversos procesos patolôgicos que afectan 
al SNC y que su modulaciôn podria tener relevancia en la patogénesis de estos 
procesos y en su terapéutica (Fernândez-Ruiz y cols., 2005).
L -  TRAUMA CEREBRAL CERRADO
El trauma cerebral desencadena una cascada de eventos que terminan en 
el desarrollo de edema, necrosis y alteraciôn de diversas funciones cerebrales. 
Ademâs, durante este proceso se acumulan mediadores daninos en el cerebro.
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entre los cuales se encuentran las citoquinas, como la interleuquina-1 (IL-l), la 
interleuquina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral (TNF-a), y las especies 
reactivas de oxigeno (ROS). Diversos grupos han demostrado que, tanto los 
agentes capaces de modular el TN F- a  administrados de forma temprana como 
los agentes capaces de eliminar las ROS, pueden ser beneficiosos para el 
tratamiento en este tipo de situaciones y mejoran la recuperaciôn neurologica de 
las victimas.
El grupo de Shohami y cols. (1997) se valiô de un modelo experimental 
de trauma cerebral cerrado (CHI) en rata, en el que se observan edema, 
alteraciones de la barrera hematoencefâlica y altearciones motoras y de la 
memoria. Ademâs, se observé un aumento de la expresiôn del ARNm que 
codifica para la IL-1, IL-6 y el TNF-a. En este modelo, la administraciôn de 
dexanabinol, HU-211, un cannabinoide sintético que carece de efectos 
psicoactivos y potente agente cerebroprotector, inhibe la producciôn de T N F-a 
y mejora los smtomas de este tipo de lesiones.
2.- HIPOXIA-ISQUEMIA
La isquemia cerebral focal (ICF) induce una muerte neuronal râpida en el 
nûcleo isquémico que se va expandiendo gradualmente hacia la penumbra a 
consecuencia de la respuesta neuroinflamatoria. En las primeras fases, se 
produce una alteraciôn de diversas funciones que terminan con un dano 
estructural permanente (Dirnagl y cols., 1999). Con el tiempo, se produce una 
activaciôn de las células de microglia que dan lugar a procesos 
neuroinflamatorios que producen la muerte neuronal en la zona que rodea a la 
infartada, también denominada penumbra (Dirnagl y cols., 1999). Se ha 
propuesto que la inhibiciôn de la activaciôn microglial previene el dano neuronal 
en la zona de penumbra (Yrjànheikki y cols., 1999), lo cual indica que este tipo 
de células constituye una diana terapéutica para el tratamiento del dano 
inducido por hipoxia-isquemia.
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Ademâs de los procesos neurodegenerativos que tienen lugar durante los 
procesos de hipoxia-isquemia, también se activan procesos neuroprotectores en 
repues ta a los mismos, como por ejemplo la liberaciôn de adenosina, que actûa 
inhibiendo la liberaciôn de glutamato a nivel pre-sinâptico (de Mendonca y cols., 
2000; Pearson y cols., 2003).
Como se mencionô anteriormente, los receptores CBi estân acoplados a 
protemas G que inhiben los canales de calcio tipo-N dependientes de voltaje que 
estân involucrados en la liberaciôn de neurotransmisores (Mackie y Hille, 1992). 
Estos canales participan en la liberaciôn del neurotransmisor excitatorio 
glutamato, que estâ implicado en la muerte neuronal que tiene lugar en 
patologias como el infarto, la hipoxia, hipoglucemia y epilepsia. En cultivos de 
células hipocampales, se ha observado que los agonistas que actûan a nivel de 
receptores CBi inhiben la liberaciôn de glutamato, reduciendo el dano neuronal 
mediado por este neurotransmisor (Shen y cols., 1996). El grupo de Nagayama y 
cols. (1999) demostrô que el R(+)-WIN55212-2 protege el tejido cerebral de la 
regiôn CAl del hipocampo frente al dano isquémico, y que este efecto parece 
estar mediado por receptores CBi, ya que se trata de un efecto estereoespecifico 
y que es revertido por el antagonista selectivo de este tipo de receptores, 
SR141716A.
Algunos autores han descrito un aumento de los niveles de 
endocannabinoides tras un episodio isquémico. Franklin y cols. (2003) describen 
un aumento de los niveles de PEA en la corteza cerebral de ratones con ICF. 
Ademâs, este endocannabinoide junto con la AEA, activa la migraciôn de las 
células de microglia, favoreciendo los procesos neuroinflamatorios. Este efecto 
de la PEA sobre las células microgliales no estâ mediado por receptores CBi, 
CBg, VRl o abn-CBD, ya que no es revertido por los antagonistas selectivos de 
los receptores, ni por la capsazepina o el 0-1918, respectivamente. Por el 
contrario, no se observô un aumento de los niveles de 2-AG en el cerebro de 
estos ratones.
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Por otro lado, el grupo de Barger y cols. (2004, 2006) observô un 
aumento de los niveles de AEA en ratas tras una isquemia cerebral permanente, 
y que el tratamiento con el antagonista selectivo de receptores CBi, SR141716A 
produce una disminuciôn del ârea de infarto del 40% en comparaciôn con los 
animales isquémicos control.
Otro modelo de hipoxia-isquemia in vitro es la deprivaciôn de oxigeno y 
glucosa (OGD). Existen autores que demuestran que el antagonista selectivo de 
receptores CBi, AM251, mejora la transmisiôn sinâptica si se administra 30 ô 60 
minutos después de la OGD (Youssef y cols., 2007). Este efecto no estâ mediado 
por la modulaciôn de la transmisiôn de GABA, ya que la administraciôn de 
bicuculina, un antagonista de receptores GABA, no previene los efectos del 
AM251.
La isquemia cardiaca tiene lugar cuando se detiene el flujo sangumeo y no 
llegan a las células ni oxigeno ni glucosa. Esta isquemia se puede inducir en el 
laboratorio incubando las células cardiacas en un medio libre de oxigeno y 
glucosa. Shmist y cols. (2006) observaron que el pre-tratamiento con THC 
previene el dano isquémico, aunque este efecto estâ mediado por receptores CBa, 
ya que es revertido por el antagonista selectivo de este tipo de receptores. 
Ademâs, este grupo observô que el THC induce la expresiôn de la enzima iNOS 
en las células cardiacas, ya que el tratamiento de las mismas con el compuesto L- 
NAME, inhibidor del enzima, revierte el efecto protector del THC. Este grupo 
propone que el THC actuaria sobre los receptores CBs acoplados a protemas Gi, 
disminuyendo los niveles de AMPc y aumentando los niveles de NO, que actûa 
como un inhibidor del metabolismo aerôbico. Por tanto, el THC reduce la 
utilizaciôn de glucosa y produce una disminuciôn de los procesos metabôlicos y 
de los requerimientos de oxigeno.
La hipoxia-isquemia neonatal es un proceso poco frecuente pero muy 
grave, ya que produce graves lesiones cerebrales que pueden producir la muerte 
o el desarrollo de importantes secuelas. En este proceso estân implicados varios
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factores como la excitotoxicidad por glutamato, el estrés oxidativo producido 
por la sobre-expresiôn de ôxido nitrico, y factores inflamatorios como la IL-1 y 
el T N F-a (du Plessis y Volpe, 2002; Hamrick y Ferriero, 2003). Actualmente, 
existen numerosos trabajos que proponen a los endocannabinoides como 
sustancias con un efecto protector en los procesos de isquemia (Grundy y cols., 
2001; Mechoulam y cols., 2002). Los cannabinoides pueden medlar este efecto 
protector a través de distintos mecanismos, entre los que se encuentran la 
inhibiciôn de la liberaciôn de glutamato, la inducciôn de hipotermia o por sus 
propiedades anti-inflamatorias y antioxidantes (Grundy et al, 2001; Mechoulam 
et al, 2002; Howlett et al, 2004). En animales, se ha descrito que la 
administracion exôgena de anandamida (Van der Stelt et al, 2001b) o de A^ - 
THC (Van der Stelt et al, 2001a) produce neuroprotecciôn en un modelo de 
ratas recién nacidas con dano neuronal excitotôxico inducido por la inyecciôn 
intracerebral de ouabama. Posteriormente, el grupo de Martinez-Orgado y cols. 
(2003) demostro que el agonista cannabinoide WIN-55212 tiene un efecto 
neuroprotector en un modelo de asfixia aguda en ratas recién nacidas, 
inhibiendo la muerte neuronal temprana a través de mecanismos independientes 
de recep tores CBi y la muerte neuronal tardia a través de mecanismos 
dependientes de receptores CBi. Ademâs, el WIN-55212 produce una 
disminuciôn de la liberaciôn de glutamato, inhibiéndose a su vez la liberaciôn de 
T N F-a y la expresiôn de iNOS. Este efecto es revertido por ambos antagonistas 
de receptores, SRl y SR2, lo cual indica que el efecto es mediado por ambos 
tipos de receptores cannabinoides (Martinez-Orgado y cols., 2003).
3.- ENFERM EDAD DE H U N TIN G TO N
La enfermedad de Huntington es un desorden motor neurodegenerativo 
autosômico dominante que se caracteriza por una atrofia progresiva del estriado, 
debida a la muerte selectiva de las proyecciones neuronales estriatales; y por un 
deterioro motor que va desde una fase temprana hiperquinética (movimientos 
coreiformes) a una fase tardia aquinética e incapacitante. Esta enfermedad se 
debe a la expansiôn de un triplete CAG, que codifica para el aminoâcido
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glutamina, en el gen que codifica la protema denominada huntingtina. Los 
tratamientos farmacolôgicos disponibles actualmente se limitan al alivio de los 
smtomas motores, la depresiôn mental y las alteraciones comportamentales 
severas. El tratamiento mas frecuente consiste en neurolépticos que producen 
alivio en un numéro muy bajo de pacientes con la enfermedad y efectos 
perjudiciales en la mayoria de los pacientes.
En el ano 2000, Glass y cols., realizaron un estudio autorradiogrâfico 
para examinar los cambios en los niveles de expresiôn de los receptores de 
cannabinoides, dopamina y adenosina en los ganglios basales en cerebros de 
pacientes con diversos grados de la enfermedad de Huntington e intentar 
conocer el patrôn de degeneraciôn de las neuronas eferentes estriatales. Estos 
très tipos de receptores co-localizan en los cuerpos celulares y los terminales 
axônicos de las neuronas eferentes estriatales que se proyectan hacia el globo 
pâlido y la substantia nigra. En este estudio observaron que se produce una 
disminuciôn de los niveles de los très receptores, que es mayor en las regiones 
de proyecciôn que en el nucleo caudado y el caudado putamen. Estos resultados 
corroboran los estudios realizados previamente por otros autores (Richfield y 
Herkenham, 1994). Por el contrario, en la substantia nigra observaron una 
disminuciôn de la densidad de los receptores de cannabinoides en los primeros 
estadios de la enfermedad, que no estaba acompanada por una disminuciôn de 
los receptores de dopamina, lo cual sugiere que la disminuciôn de los niveles de 
los receptores de cannabinoides se produce antes de la degradaciôn de los 
terminales axônicos (Glass y cols., 2000). Estos datos indicaban que los 
cannabinoides podrian tener una importante funciôn en la progresiôn de la 
neurodegeneraciôn que tiene lugar en el cerebro de los pacientes con esta 
enfermedad.
Los datos en humanos descritos anteriormente coinciden con los de los 
modelos animales de la enfermedad de Huntington. Existen varios modelos 
animales que ayudan al estudio de dicha enfermedad, como los ratones 
transgénicos que expresan una forma mutada de la protema huntingtina. En
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estos ratones se ha observado un descenso del numéro de receptores CBi en 
ganglios basales en ausencia de muerte neuronal (Denovan-W right y 
Robertson, 2000; Lastres-Becker y cols., 2002a).
Otro modelo animal son las ratas en las que se induce la enfermedad 
median te la inyecciôn de âcido 3-nitropropiônico, un inhibidor del complejo II 
mitocondrial que reproduce la deficiencia de este complejo que tiene lugar en la 
enfermedad de Huntington en humanos. En estos animales también se ha 
observado la pérdida de receptores CBi en ganglios basales (Latres-Becker y 
cols., 2002b), y un aumento de los niveles de endocannabinoides en el caudado 
putamen (Lastres-Becker y cols., 2001b). Ademâs, estos autores demostraron 
que la administraciôn de agonistas directes de los receptores CBi, como el 
CP55940, o inhibidores de la recaptaciôn, como el AM404, son capaces de 
reducir la hiperquinesia caracteristica de la enfermedad y restablecer los niveles 
del neurotransmisor GABA.
Mas recientemente, se ha desarrollado otro modelo animal que consiste 
en la inyecciôn de malonato, otro inhibidor del complejo II mitocondrial. En 
este modelo se ha demostrado que el agonista selectivo de receptores CBg, 
HU308, reduce los déficits de GABA producidos por el malonato, y que este 
efecto es revertido por el antagonista selectivo de este tipo de receptores, 
SR l44528. Ademâs, se observô un aumento de la expresiôn de receptores CBa 
en células de microglia en el lugar de la lesiôn inducida por malonato (Arroyo y 
cols., ). Por tanto, los receptores CBg podrian ser una diana terapéutica para 
mejorar los smtomas asociados a la enfermedad en este modelo.
Hasta la fecha, solo existen très estudios acerca del uso de los 
cannabinoides en pacientes con la enfermedad de Huntington. En el primero de 
ellos, se administrô el CBD, un cannabinoide que carece de efectos psicotrôpicos, 
a 15 pacientes y no se observaron mejoras motoras en ninguno de ellos 
(Consroe y cols., 1991). En el segundo, se administrô una sola dosis de nabilona 
(l.5mg) a un paciente, y se observô un empeoramiento de los movimientos
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coreiformes (Muller-Vahl y cols., 1999). El ultimo estudio (Curtis y cols., 2006) 
se realizo con una sola paciente que presentaba una gran irritabilidad a 
consecuencia de la enfermedad. En esta paciente se observô que el consumo de 
cannabis previo a la administraciôn de nabilona (im g al dia) mejoraba la 
irritabilidad y los smtomas coreicos. Sin embargo, este estudio tiene numerosas 
limitaciones, ya que se trata de un solo paciente y no se tomaron medidas 
objetivas durante el uso del cannabis y en el momento en el cual se introdujo el 
tratamiento con nabilona. Por tanto, se necesita un mayor numéro de ensayos 
clmicos para poder establecer el uso terapéutico de los cannabinoides en el 
tratamiento de la sintomatologia de la enfermedad de Huntington.
4.- ENFERMEDAD DE PARKINSON
La enfermedad de Parkinson es la mas representativa entre las 
enfermedades neurodegenerativas que cursan con anomalias del movimiento, 
con una prevalencia que se incrementa con la edad y que afecta 
aproximadamente a un 1% de la poblaciôn a la edad de sesenta y cinco anos 
(Mayeux, 2003). La enfermedad se caracteriza por una lentitud de movimientos, 
denominada bradiquinesia, rigidez muscular, temblor con movimientos 
involuntarios de las manos y trastorno del equilibrio, que dificulta la marcha. 
Todos estos sfntomas se deben a una degeneraciôn de las neuronas 
dopaminérgicas de la susbstantia nigra que conduce a una denervaciôn del cuerpo 
estriado (Blandini y cols., 2000).
Desde su introducciôn en la clmica, la L-3,4-dihidroxifenilalanina 
(levodopa) ha permanecido como el tratamiento principal para los pacientes con 
la enfermedad de Parkinson. Aunque la levodopa mejora los smtomas 
parkinsonianos, su administraciôn a largo plazo esta acompanada por 
fluctuaciones en su duraciôn de acciôn y complicaciones motoras denominadas 
disquinesias (Obeso y cols., 2004). Algunos autores proponen que el SCE podria 
ser una diana terapéutica para tratar las alteraciones motoras asociadas al 
tratamiento con levodopa (Sieradzan y cols., 2001; Ferrer y cols., 2003; Van der
44
Introducciôn
Stelt y cols., 2005). En roedores, la activaciôn de los receptores de dopamina va 
acompanada de un aumento de los niveles de AEA en los ganglios basales 
(Giuffrida y cols., 1999; Ferrer y cols., 2003). El aumento de los niveles de este 
endocannabinoide actuaria como un mecanismo de retroalimentaciôn inhibitorio 
que contrarresta las alteraciones motoras mediadas por la dopamina (Giuffrida y 
cols., 1999; Beltramo y cols., 2000). Este mecanismo inhibitorio desaparece en 
animales tratados con 6-hidroxidopamina (Ferrer y cols., 2003), una toxina que 
induce danos en las vias nigroestriatales, lo cual sugiere que las alteraciones en 
la transmisiôn del SCE afectan a la interacciôn de este sistema con la dopamina 
y provocan las alteraciones motoras. Ademâs, se ha descrito que la 
administracion del agonista cannabinoide W1N55212-2 en este modelo animal 
mejora las alteraciones motoras provocadas por la levodopa, efecto que es 
revertido por el antagonista selectivo de receptores CBi, AM251, lo cual indica 
que se trata de un mecanismo mediado por este tipo de receptores (Ferrer y 
cols., 2003).
Como se decribiô anteriormente, existe un elevado numéro de receptores 
de cannabinoides en los segmentos lateral y medial del globo pâlido y en la 
substantia nigra pars reticulata (Herkenham y cols., 1991). En estas regiones los 
receptores se localizan principalmente en los terminales GABAérgicos de 
proyecciôn al estriado, en los cuales modulan la transmisiôn disminuyendo la 
recaptaciôn de GABA desde los terminales eferentes estriatales (Romero y cols., 
1998; Maneuf, 1997). La transmisiôn GABAérgica en el globo pâlido se 
encuentra elevada en los pacientes con la enfermedad de Parkinson (Albin y 
cols., 1989), mientras que la transmisiôn en la substantia nigra se encuentra 
disminuida. Los tratamientos antiparkinsonianos basados en terapias 
dopaminérgicas actuan a nivel del estriado y revierten las alteraciones en la 
transmisiôn GABAérgica.
Las neuronas estriatales de la via directa estriatonigral expresan 
receptores de dopamina Di y se piensa que son activadas por dopamina, 
mientras que las neuronas de la via indirecta expresan receptores de dopamina
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Da que son inhibidos por dopamina. El tratamiento de ratas con reserpina 
produce una deplecion de noradrenalina, 5-hidroxitriptamina y dopamina 
(Colpaert y cols., 1987), y genera un sindrome transitorio caracterizado por 
temblores, rigidez e hipoquinesia. Este modelo animal es muy util para el 
estudio de los mecanismos responsables de la enfermedad de Parkinson y ha 
sido muy utilizado para el desarrollo de nuevos tratamientos antiparkinsonianos 
(Koller y cols., 1987; Ferre y cols., 1991; Maneuf y cols., 1997). Algunos autores 
han descrito la disminuciôn de los niveles del ARNm de los receptores CBi en el 
estriado de ratas tratadas con reserpina (Silverdale y cols., 2001). Por otro lado, 
se sabe que los agonistas de los receptores de dopamina mejoran la aquinesia. El 
grupo de Maneuf y cols. (1997) observô que el agonista cannabinoide 
WIN55212-2 reduce el alivio de la aquinesia inducido por los receptores de 
dopamina Dg, y que este efecto era revertido por la administraciôn del 
antagonista selectivo de receptores CBi, SR141716A en el modelo de ratas 
tratadas con reserpina. Estos resultados indican que la administraciôn conjunta 
de un agonista de receptores de dopamina Dg con un agonista cannabinoide 
podria ser util para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.
La AEA, ademâs de unirse a los receptores CBi, es capaz de activar 
receptores TRPV l (Caterina y cols., 1997; Ross y cols., 2003). Este tipo de 
receptores, al igual que los receptores CBi, se expresa en el estriado y el globo 
pâlido (Toth y cols., 2005; Cristino y cols., 2006). El grupo de Morgese y cols. 
(2007) ha demostrado que el bloqueo de los receptores TRPV l mediante su 
antagonista, la capsazepina, en ratas tratadas con 6-hidroxidopamina junto con 
la administraciôn de inhibidores de la FAAH que producen un aumento de los 
niveles de AEA, mejora los smtomas disquinéticos producidos por el 
tratamiento con levodopa. Estos resultados podrian indicar que los receptores 
TR PV l estân implicados en la fisiopatologia de las alteraciones disquinéticas 
producidas por el tratamiento con levodopa, abriendo nuevas estrategias 
terapéuticas para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.
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En humanos, se ha demostrado en estudios postmortem de los ganglios 
basales que la actividad cannabinoide esta hiperactivada en la enfermedad de 
Parkinson (Lastres-Becker y cols., 2001a), y que este aumento podria ser uno de 
los mecanismos neurales implicados en la misma. Por tanto, los antagonistas 
selectivos de los receptores CBi podrian ser utiles en el tratamiento de esta 
enfermedad, retrasando los efectos disquinéticos asociados al tratamiento 
crônico con levodopa (Brotchie y cols., 2000). Los datos obtenidos a partir de los 
ensayos clmicos en humanos son controvertidos. Existen datos de ensayos 
clmicos que demuestran que el tratamiento con nabilona (agonista 
cannabinoide) es muy efectivo reduciendo las disquinesias en los pacientes con la 
enfermedad de Parkinson (Sieradzan y cols., 2001). Sin embargo, otro ensayo 
clmico realizado en anos posteriores, no observô mejora de las disquinesias en 
los pacientes tratados con cannabis frente a los pacientes tratados con placebo 
(Carroll y cols., 2004). Por tanto, se necesita un mayor numéro de ensayos 
clmicos para poder concluir si los compuestos cannabinoides pueden resultar 
utiles en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.
5.- ESCLEROSIS M U LTIPLE
La encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) y la inducida por el 
virus de Theiler (TMEV) se utilizan como modelos para estudiar la esclerosis 
multiple, ya que poseen caracteristicas histolôgicas similares. En ambas 
enfermedades los linfocitos T  se sensibilizan a las protemas de mielina y 
generan una respuesta inmune que produce una desmielinizaciôn y una 
inflamaciôn en el SNC (dal Canto y Lipton, 1977). Los resultados obtenidos en 
estos dos modelos demuestran que los agonistas cannabinoides mejoran los 
smtomas de la enfermedad. El grupo de Arévalo-Martm (2003) administrô 
WIN55212-2, ACEA o JWH-015 tras la infecciôn con el virus y antes de la 
apariciôn de los smtomas, y observô que estos compuestos mejoran la actividad 
motora, disminuyen la expresiôn del MHC (complejo mayor de 
histocompatibilidad) clase II y el numéro de células T  CD4 en la médula espinal, 
y promueven la remielinizaciôn. Ademâs, se han observado cambios en la
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expresiôn y funciôn de los receptores CBi en la EAE, y cômo la ausencia de 
estos receptores empeora los smtomas de la enfermedad. Sin embargo, es 
necesario hacer estudios con cultivos celulares para conocer mejor las células 
sobre las que actuan los compuestos cannabinoides.
Algunos autores han propuesto que la espasticidad caracteristica de la 
esclerosis multiple mejora con el inhibidor de FAAH, AM374, y con los 
inhibidores de la recaptaciôn celular de endocannabinoides, AM404, V D M ll, 
OMDM-1 y 2 (Baker y cols., 2001; de Lago y cols., 2004) en la encefalomielitis 
experimental alérgica crônica y récurrente, un modelo animal de esclerosis 
multiple. Ademâs, en estos animales se encuentran aumentados los niveles de 
AEA y 2-AG en médula espinal y cerebro.
En ensayos clmicos en humanos, también existen datos acerca de la 
capacidad de los compuestos cannabinoides de mejorar la espasticidad y los 
temblores de esta enfermedad (Wade y cols., 2003; Zajicek y cols., 2003; Vaney 
y cols., 2004; Wade y cols., 2004).
6.- ESCLEROSIS LATERAL AM IOTRÔFICA
La esclerosis lateral amiotrôfica (ELA) es la tercera enfermedad 
neurodegenerativa mâs comun que causa la muerte en edad adulta, después de la 
enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson (Nicholson y cols., 
2000). Esta enfermedad se caracteriza por una degeneraciôn de las neuronas de 
la corteza, el tallo cerebral y la médula espinal (Brown, 1997; Nicholson y cols., 
2000). La etiologia de la ELA es desconocida todavia, aunque se han propuesto 
numerosos mecanismos posibles (Cleveland y Rothstein, 2001; Ludolph y cols., 
2000; Robberecht, 2000), entre los cuales destacan la vulnerabilidad y 
susceptibilidad de las neuronas motoras al dano oxidativo y la neuroinflamaciôn 
(Ludolph y cols., 2000; Robberecht, 2000).
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El tratamiento efectivo de la ELA todavia es desconocido. Sin embargo, 
cada vez existen mâs datos acerca del posible papel terapéutico que podrian 
ejercer los compuestos cannabinoides en el tratamiento de esta enfermedad, ya 
que éstos son capaces de reducir el dano excitotôxico y el dano oxidativo. El 
grupo de Kim y cols. (2006) ha demostrado que el agonista selectivo de 
receptores CBg, AM241, administrado tras la apariciôn de los smtomas, retrasa 
la progresiôn de la enfermedad en ratones transgénicos hSODlgPSA, un modelo 
de la ELA. Sin embargo, este compuesto no era capaz de alargar la 
supervivencia de los animales, lo cual podria deberse a que se necesitan dosis 
mayores del compuesto para ello. Previamente, en este mismo modelo de ratôn, 
el grupo de Raman y cols. (2004) describiô que el tratamiento con A^-THC es 
efectivo tanto si es administrado antes de la apariciôn de los smtomas o después, 
mejorando las alteraciones motoras y aumentando la supervivencia de los 
animales. Ademâs, observaron que el A^-THC es muy eficaz reduciendo el estrés 
oxidativo y excitotôxico in vitro en cultivos de médula espinal.
En humanos, el grupo de Yiangou y cols. (2006) observô que en tejido 
postmortem de médula espinal de pacientes con ELA existian mayores niveles 
de la enzima COX-2, receptores CBg y receptores P2X7 en comparaciôn con la 
médula espinal de pacientes control, localizados principalmente en células de 
microglia y macrôfagos.
7.- NEUROINFLAM ACIÔN PO R INFECCIÔN BACTERIANA O VIRAL
Existen numerosos datos que demuestran que los compuestos 
cannabinoides participan en los procesos inflamatorios, ya que intervienen en 
procesos como la migraciôn de las células de microglia y modulan la producciôn 
de citoquinas. Por tanto, cabe pensar que los cannabinoides podrian jugar un 
importante papel en procesos inflamatorios generados por infecciones de origen 
bacteriano o virico.
49
Introducciôn
La administraciôn sistémica de LPS, un lipopolisacârido de la pared 
bacteriana, activa de forma potente el sistema inmune innato y se usa como 
modelo experimental de infecciones sistémicas. Éste induce smtomas como la 
anorexia, cambios en el umbral nociceptivo y fiebre (Benamar y cols., 2000, 
2005; Abe y cols., 2001). La fiebre asociada a la administraciôn de LPS se 
produce por la smtesis y la liberaciôn de factores pirogénicos como la lL-6, el 
T N F-a y la proteina inflamatoria de macrôfagos (Myers y cols., 1994; Blatteis, 
2006). Existen datos que sugieren un papel termorregulador de los ligandos 
cannabinoides en la fiebre inducida por el LPS. El grupo de Benamar y cols. 
(2006) observô que dosis no hipotérmicas del agonista cannabinoide 
WIN55212-2 reducen de forma significativa la fiebre inducida por el LPS, que 
este compuesto es capaz de reducir los niveles de IL-6, y que este efecto es 
revertido por el antagonista selectivo de receptores CBi, SR141716, y no por el 
antagonista selectivo de receptores CBg, SR l44528. Estos resultados sugieren 
que la capacidad anti-pirogénica de los cannabinoides esta mediada posiblemente 
por los receptores CBi localizados en el hipotâlamo (Tsou y cols., 1998), ârea 
implicada en la regulaciôn de la temperatura corporal (Moldrich y Wenger,
2000). Ademâs, se ha observado que el pretratamiento con la capsaicina, 
agonista de receptores vanilloides, bloquea la primera fase de la fiebre inducida 
por el LPS (Dogen y cols., 2004).
El uso frecuente de marihuana predispone a padecer neumonia de origen 
bacteriano, infecciones oportunistas y sarcoma de Kaposi en individuos con 
SIDA (Newell y cols., 1985; Caiaffa y cols., 1994), ademâs de favorecer la 
progresiôn de la enfermedad (Tindall y cols., 1988). Existen modelos animales 
que permiten estudiar la relaciôn entre los compuestos cannabinoides y el virus 
de la inmunodeficiencia adquirida en humanos (VIH). Un ejemplo es el modelo 
de ratôn huPBL-SCID, desarrollado por primera vez por Mosier y cols, en 1988. 
Este modelo es un hibrido humano-ratôn en el que se implantan leucocitos de 
sangre periférica humanos a ratones inmunodeficientes, y se considéra un buen 
modelo para estudiar la patogénesis del VIH in vivo. El grupo de Roth y cols. 
(2005) observô, utilizando este modelo, que la administraciôn de THC aumenta
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el numéro de células infectadas por el VIH. Sin embargo, existen ensayos 
clmicos en humanos con SIDA en los que no se observa un aumento de la carga 
viral tras la administraciôn oral o inhalada de compuestos cannabinoides 
(Abrams y cols., 2003).
La infecciôn por el virus de la inmunodeficiencia en simios (VIS-l), un 
lentivirus que comparte muchas similitudes con el VIH, produce alteraciones 
cognitivas y motoras (Kolson y cols., 1998; Kolson y Gonzâlez-Scarano, 2000; 
Williams y Hickey, 2002). La encefalomielitis inducida por este virus (SIVE) es 
un buen modelo para el estudio de la enfermedad en humanos ya que simula 
muchas de las caracteristicas principales de la misma. El grupo de Benito y cols. 
(2005) demostrô que la expresiôn de receptores CBg se induce en la microglia 
perivascular como consecuencia de la infecciôn viral. Estos resultados podrian 
apuntar el posible papel de los receptores CBg en la entrada del virus al SNC, ya 
que la microglia perivascular es uno de los tipos celulares involucrados en este 
proceso (Williams y cols., 2001b). Ademâs, en este trabajo se describiô la 
presencia de FAAH en astrocitos en el cerebro de los monos infectados por el 
virus. Estas células regulan la producciôn de eicosanoides, factor activador de 
plaquetas, y TN F por los monocitos infectados por el VlH-1 (Minagar y cols., 
2002). Por tanto, la presencia de FAAH en este tipo de células podria indicar su 
participaciôn en estos procesos (Weber y cols., 2004).
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ENFERM EDAD DE ALZHEIM ER 
1.- ASPECTOS GENERALES
El diagnôstico correcto de la enfermedad de Alzheimer (EA) es difïcil, 
aunque hoy en dia las principales caracteristicas de esta enfermedad son bien 
conocidas. El diagnôstico clfnico se basa en la observaciôn de ciertos smtomas 
como la pérdida de memoria de acontecimientos recientes, la capacidad de 
razonar, y la de manipular objetos cotidianos. La progresiôn de la enfermedad 
conduce a una pérdida compléta de la capacidad cognitiva, con total apatia 
emotiva y desconexiôn del entorno, siendo la pérdida de las capacidades motoras 
una de las ultimas en manifestarse. La incidencia varia con la edad, 
incrementândose un 1% por cada ano de vida desde los sesenta y cinco a los 
setenta, y aproximadamente un 6% por cada ano mâs de vida desde los ochenta. 
Algunos de estos smtomas se aprecian también en otros tipos de demencia como 
la asociada a Parkinson, la demencia frontotemporal, el alcoholismo en sus 
ultimas etapas, la intoxicaciôn por drogas, la debida a infecciones como sifilis o 
SIDA, tumores cérébrales, déficits vitammicos, etc. Sin embargo, las demencias 
mâs frecuentes son la de Alzheimer y la asociada con enfermedades cerebro 
vasculares.
2.- NEUROPATOLOGIA DE LA ENFERM EDAD DE ALZHEIM ER
Desde el punto de vista neuroanatômico y patolôgico, la enfermedad de 
Alzheimer se caracteriza por una atrofia notable de la corteza cerebral, con 
apariciôn de las plaças seniles, que son acumulos extracelulares de diversos 
compuestos (entre los que destaca el péptido p-amiloide); y de los ovillos 
neurofibrilares, acumulos intraneuronales de la protema Tau hiperfosforilada. 
Finalmente, también se aprecia una notable pérdida de sinapsis funcionales en el 
cerebro de estos pacientes.
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Figura 6.- Plaça senil rica en péptido p-amiloide (izquierda) y ovillos neurofibrilares 
intraneuornales (derecha) (Graeber, 1997)
La abundante presencia de las plaças de amiloide en el cerebro de los 
enfermos fue descrita por primera vez por Alois Alzheimer en 1907, en el 
cerebro de una paciente que sufrfa demencia precoz. Desde un punto de vista 
morfohistolôgico, las plaças seniles se pueden clasificar en très categorias: plaças 
difusas, plaças neuriticas y plaças “burn out” (Dickson, 1997). Las plaças difusas 
no se marcan con el colorante rojo Congo, se encuentran tanto en el cerebro de 
pacientes de EA como en el de pacientes sanos, y no se asocian con procesos 
inflamatorios o de degeneraciôn neuronal. Por el contrario, las plaças neurfticas 
se marcan intensamente con el rojo Congo y estân rodeadas por células de 
microglia activada, astrocitos y neuronas en degeneraciôn. Por ultimo, las plaças 
“burnt out” son similares a las plaças neurfticas, pero no se suele apreciar 
reactividad glial asociada a ellas.
La protefna precursora de amiloide (APP) es la protefna que da lugar, 
tras ser procesada por diversas enzimas, al péptido P-amiloide que forma las 
plaças seniles. En la actualidad conocemos con detalle la estructura y el 
procesamiento de esta protefna, la localizaciôn subcelular de las enzimas 
implicadas y las causas que inciden en un procesamiento anômalo y posterior 
acûmulo extracelular de su producto de degradaciôn, el péptido P-amiloide. Sin 
embargo, existen pocos datos acerca del papel fisiolôgico desarrollado por la 
APP y sus péptidos derivados, y sobre su eliminaciôn en situaciones normales 
en las que no se forman plaças extracelulares de amiloide.
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A. PROTEfNA PRECURSORA DE AMILOIDE (APP)
Esta proteina se expresa en muchos tejidos, donde da lugar a diferentes 
isoformas por procesamiento alternativo del ARN. En las neuronas se encuentra 
en dendritas, cuerpos celulares y axones, y la isoforma mâs abundante es la que 
contiene los 695 aminoâcidos (Selkoe, 1999). En esta isoforma se han eliminado 
el péptido inicial y un péptido localizado en la zona intermedia.
La APP se sintetiza en el reticulo endoplasmâtico rugoso y posee un dominio 
transmembrana que comprende los aminoâcidos del 700 al 723. La zona 
citosôlica de la protema tiene gran afinidad por la quinesina, que es una 
molécula que se mueve desde el soma hacia los terminales axônicos. El 
procesamiento de esta protema tiene lugar durante el viaje desde el reticulo 
hasta la membrana plasmâtica, e incluso puede fmalizar una vez anclada en la 
membrana. En las vesiculas secretoras aisladas se han encontrado tanto el APP 
como las enzimas de procesamiento, almacenândose en el lumen del orgânulo 
los fragmentos procedentes de la proteolisis que serân vertidos al exterior de la 
célula.
B. LAS ENZIMAS DE PROCESAMIENTO
El procesamiento de la APP requiere très enzimas y otras protemas que 
ayudan a su completo metabolismo (Elser & Wolfe, 2001). Si actuan la a- 
secretasa y la y-secretasa se produce un péptido mâs pequeno que no forma 
agregados moleculares. Si por el contrario, actuan la p-secretasa y la y-secretasa, 
se puede formar el péptido p-amiloide de 42 aminoâcidos que forma agregados 
moleculares y plaças de amiloide.
Finalmente, hay que hacer notar que la presencia de estas plaças no es 
exclusiva de los enfermos de Alzheimer, sino que, en estudios postmortem en 
personas ancianas control, que al fallecer mantenian intactas sus capacidades
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mentales, se ha observado que también presentan, en mayor o menor medida, 
estas plaças.
Por otra parte, es un hecho que en la enfermedad de Alzheimer se 
produce un acûmulo de protemas fosforiladas, siendo la protema Tau una de las 
mâs abundantes en los ovillos. Generalmente las secuencias de fosforilaciôn 
incrementadas corresponden a serina o treonina en posiciôn previa a una 
prolina. Los ovillos neurofibrilares estân formados por los filamentos 
hélicoïdales pareados (PHFs), formados a su vez por acumulos de la protema 
Tau hiperfosforilada que forma una red filamentosa compacta.
Las principales quinasas implicadas en la fosforilaciôn de Tau son la 
glucoquinasa sintasa (GSKsp) y la quinasa dependiente de ciclina (Cdk5). La 
GSKS es una serina/treonina quinasa que se activa en respuesta a multiples 
estimulos y se incluye en cascadas de senalizaciôn relacionadas con el 
mantenimiento, crecimiento y diferenciaciôn celular. A raiz de estos datos la 
GSKS se convirtiô en una diana para evitar la formaciôn de acumulos 
intracelulares y se desarrollaron una serie de inhibidores. Lo sorprendente es 
que éstos también eran capaces de reducir la smtesis de los péptidos amiloides 
en cultivos neurales. Estos inhibidores demostraron que también eran eficaces in 
vivo en ratones transgénicos empleados como modelo de la EA. La Cdk5 es una 
quinasa dependiente de ciclina. Se ha observado que los inhibidores de este 
enzima protegen frente a la muerte neuronal y la fosforilaciôn de Tau (De 
Strooper y W oodgett, 2003; Phiel y cols., 2003).
La zona donde se inicia el depôsito de plaças de amiloide y de ovillos 
neurofibrilares es la corteza temporal. Esta zona estâ internamente conectada 
con el hipocampo, estructura esencial en la formaciôn de la memoria. Cada 
hipocampo suele contener alrededor de 9 millones de neuronas y en la etapa 
final de la enfermedad de Alzheimer el numéro de éstas suele reducirse en un 
84%.
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Para los pacientes con edad superior a sesenta y cinco anos la enfermedad 
de Alzheimer représenta la octava causa de muerte y afecta entre un 10 y 30% 
de la poblaciôn mayor de ochenta y cinco anos. Esta disparidad en el porcentaje 
de afectados depende de si se incluyen o no las formas menos severas de la 
enfermedad. Estos porcentajes de incidencia dependen de las fuentes consultadas 
y cada una da diferentes valores, lo que indica también que los limites que 
existen para diagnosticar la enfermedad de Alzheimer no estân totalmente 
claros (Martinez-Lage y Moya-Molina, 2002; Mayeaux, 2003). La Asociaciôn 
Espanola de Alzheimer indica que existe un 4.3% de la poblaciôn mayor de 
sesenta y cinco anos que padece la enfermedad en nuestro pais.
S.- ASPECTOS GENETICO S
La gran parte de los casos de Alzheimer son esporâdicos, es decir, su 
causa ultima es desconocida, sin embargo los estudios epidemiolôgicos indican 
que aproximadamente un 30% de los pacientes tiene algûn caso en la historia 
familiar y aproximadamente un 10% presentan una transmisiôn autosômica 
dominante. Los genes implicados en esta enfermedad son cada vez mâs 
numerosos, pero se pueden clasificar en dos grandes grupos: genes cuya 
alteraciôn produce la enfermedad (genes de la protema precursora de amiloide, 
presenilina-1 y presenilina-2) y genes que se consideran como factores de riesgo 
y que aparecen de forma tardia (Migliore y Copedè, 2002; Corder y cols., 2006).
A. GENES DE LA PROTEÎNA PRECURSORA AMILOIDE
Las mutaciones del gen que codifica la APP, cursan con la apariciôn de la 
enfermedad en edad temprana. Los animales genéticamente modificados que 
sobre-expresan la protema normal, o las protemas mutadas de APP, desarrollan 
plaças de amiloide en su cerebro de modo muy prematuro, y son un modelo para 
el estudio de la enfermedad. El gen de la APP estâ localizado en el cromosoma 
21, lo cual explica el temprano envejecimiento y la formaciôn de plaças seniles
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en los portadores de la trisomia 21, conocida como Smdrome de Down, tal y 
como se detallarâ mâs adelante (Migliore y Copedè, 2002; Corder y cols., 2003).
B. PRESENILINA-1 Y PRESENILINA-2
Las mutaciones en el gen de la Presenilina-1 (PSl) estân asociadas con mâs 
de un tercio de los casos de Alzheimer familiar. Este gen se encuentra en el 
cromosoma 14 y es esencial para el procesamiento de multiples protemas de 
membrana, incluida la APP. Por su parte, las mutaciones del gen de la 
Presenilina-2 (PS2) son menos abundantes. Este gen se localiza en el 
cromosoma l y es el responsable de la forma autosômica dominante de la 
enfermedad de Alzheimer en edad temprana. Existe un 67% de homologia en la 
secuencia de aminoâcidos entre la presenilina-1 y la 2.
C. GENES QUE CONFIEREN SUSCEPTIBILIDAD GENÉTICA
Los genes que confieren susceptibilidad genética son muy numerosos 
(Corder y cols., 1993; Migliore y Copedè, 2002). Entre ellos destaca el gen de la 
Apolipoproteina E (Apo E), del que existen très alelos: el Es, que es el mâs 
comun; el E4, el menos frecuente, pero que estâ présente en un 50% de los 
enfermos de Alzheimer tardio; y Eg, que parece conferir cierta resistencia a 
sufrir la enfermedad.
El gen que codifica la ag-macroglobulina présenta polimorfismo genético y 
algunas de sus variantes aparecen asociadas al Alzheimer tardio. Otros genes 
con variantes alélicas o polimorfismos que también han sido asociados a esta 
enfermedad son el de la IL -1, la ôxido nitrico sintasa 3 (NOS3) y el citocromo 
CYP2D 6.
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6.- PROCESOS NEUROINFLAM ATORIOS EN LA ENFERM EDAD DE 
ALZHEIM ER
Ademâs de las lesiones neuropatolôgicas caracteristicas de la enfermedad 
de Alzheimer, también se observan numerosos procesos inflamatorios. El 
desarrollo de anticuerpos especificos, en 1980, permitiô identificar la presencia 
de protemas del complemento y del complejo mayor de histocompatibilidad de 
clase II (MHC II) en la microglia que rodea las plaças seniles en pacientes con 
esta enfermedad. Desde entonces, numerosos estudios confirman la presencia de 
citoquinas, quimoquinas, proteinas del complemento y otras protemas asociadas 
a procesos inmunes e inflamatorios.
A. PAPEL DE LA M ICR0GL(A
La activaciôn microglial crônica durante los procesos inflamatorios, estâ 
acompanada por la elaboraciôn crônica de citoquinas neuroactivas y otras 
protemas, que ponen en marcha un ciclo de citoquinas con consecuencias 
neurodegenerativas. En este ciclo, la IL-1 es el factor iniciador y coordinador. 
Esta citoquina promueve la sintesis neuronal y el procesamiento de la APP, 
favoreciendo la deposiciôn del péptido P-amiloiode. Ademâs, la IL-1 activa los 
atrocitos y promueve la smtesis y la liberaciôn de moléculas inflamatorias y 
neuroactivas, como por ejemplo, la proteina SlOOp, una citoquina que promueve 
el crecimiento de las neuritas y produce la muerte neuronal a través del aumento 
de la concentraciôn de calcio en las mismas. El dano neuronal, a su vez, puede 
activar la microglia aumentando la expresiôn de IL-1 y produciéndose una 
amplificaciôn del ciclo de citoquinas (GrifFin y cols., 1998). También se ha 
observado que la IL-1 activa la MAPK p38, quinasa que estâ relacionada con la 
fosforilaciôn de la protema Tau en la enfermedad de Alzheimer (Sheng y cols.,
2001); y produce una disminuciôn de los niveles de sinaptofisina, protema que 
participa en la sinapsis (Li y cols., 2003). Es posible que la IL-1 contribuya a una 
reorganizaciôn del citoesqueleto, produciendo un desensamblaje de los 
microtûbulos, una desestabilizaciôn de los axones y una pérdida de las sinapsis y
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de las protemas implicadas en las mismas (Sheng y cols., 2001). En un estudio 
realizado con pacientes con EA y individuos sin déficits cognitivos pero con un 
elevado numéro de depôsitos de P-amiloide, se ha observado que en estos 
ùltimos no se produce pérdida de las sinapsis (Lue y cols., 1996). Estos datos 
sugieren que la inflamaciôn asociada a la EA es la responsable de las 
alteraciones a nivel neuronal que desencadenan los smtomas caracteristicos de 
la enfermedad. Los resultados de este estudio concuerdan con los datos de otro 
estudio en los que se observa que la preincubaciôn de neuronas con IL-Ira, 
antagonista de receptores de IL-1, suprime el efecto de la microglia activada 
sobre la smtesis de sinaptofisina neuornal (Li y cols., 2003).
Durante el proceso de envejecimiento no patolôgico también aumenta el 
numéro de células de microglia activada que sobre-expresan lL-1. Estos datos 
indican que la activaciôn de la microglia se asocia con la edad y no es una 
consecuencia directa del desarrollo de las plaças seniles y los ovillos 
neurofibrilares. La acumulaciôn de danos en el ADN es un factor que contribuye 
a la activaciôn microglial asociada al envejecimiento. En los modelos animales 
de envejecimiento se observa una acumulaciôn de danos en el ADN que es 
mayor en la corteza cerebral que en otras regiones del cerebro. En el cerebro de 
humano también se producen danos en el ADN de tipo oxidativo durante el 
proceso de envejecimiento, y éstos son mâs marcados en el ADN mitocondrial 
que en el nuclear. Ademâs, se ha observado que la microglia acumula 
fragmentos de ADN danados en el cerebro de pacientes con la EA. La 
combinaciôn de la fragmentaciôn del ADN y la secreciôn de péptidos de P~ 
amiloide es la responsable de la activaciôn microglial.
La microglia, a pesar de producir agentes tôxicos bajo ciertas 
condiciones, tiene como funciôn principal protéger el cerebro. En la enfermedad 
de Alzheimer es probable que la microglia se encargue de fagocitar y retirar el 
péptido p-amiloide. Se ha comprobado que las alteraciones de la funciôn 
microglial y de las respuestas inmunes en el SNC y en la periferia pueden 
promover el desarrollo de la EA.
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Figura 7.- Procesos neuroinflamatorios que acompanan la enfermedad de 
Alzheimer (tomada de San M iguel y cols., 2006)
B. PAPEL DE LOS ASTROCITOS
Los astrocitos tienen funciones metabôlicas y de soporte muy 
importantes en el cerebro, entre las que destacan la regulaciôn de la 
concentraciôn de iones, la formaciôn de la barrera hematoencefâlica y la 
modulaciôn de la actividad sinâptica. Ademâs, los astrocitos son capaces de 
migrar y producir diversas quimoquinas y citoquinas y sus receptores, y tiene 
actividad fagocitica y proteolitica. Estas células se activan en respuesta a 
cambios minimos que se producen en el SNC.
La presencia de un elevado numéro de astrocitos asociados a los depôsitos 
del péptido p-amiloide, sugiere que estas lesiones son capaces de producir 
moléculas quimiotâcticas que reclutan este tipo de células. Las plaças seniles 
contienen la protema quimiotâctica de monocitos (MCP-l), un potente 
quimiotâctico de astrocitos neonatales in vitro, aunque su fuente celular no estâ
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clara. El grupo de Wyss-Coray cols. (2003) demostro que los astrocitos adultos 
de ratôn en cultivo son capaces de migrar hasta las plaças seniles ricas en 
péptido Ap en respuesta a distintas moléculas quimiotâcticas, y que se unen a las 
plaças a través de un receptor que comparte algunas caracteristicas con los 
receptores scavenger. Ademâs, observaron que los astrocitos adultos de ratôn en 
cultivo son capaces de fagocitar el péptido p-amiloide inmovilizado y el péptido 
P-amiloide présente en tejidos de cerebro de ratones transgénicos que sobre- 
expresan la proteina APP in situ.
Todavia no estâ claro si los astrocitos reactivos que se acumulan 
alrededor de las plaças seniles tienen una funciôn neuroprotectora o destructiva. 
Algunos estudios muestran que los astrocitos neonatales de rata son capaces de 
degradar el péptido p-amiloide (Shaffer y cols., 1995), mientras que otros 
muestran que los astrocitos neonatales de ratôn inhiben la fagocitosis de las 
plaças aisladas de cerebro de pacientes con EA por parte de la microglia 
(DeW itt y cols., 1998). Ademâs, se necesita un mayor numéro de estudios para 
determinar si los astrocitos degradan el péptido p-amiloide de forma intra o 
extracelular y si se trata de una funciôn normal de este tipo de células de control 
de la homeostasis dentro del cerebro. El numéro de astrocitos en cerebro es 
mayor que el de células de microglia, por lo que los primeros podrian tener una 
funciôn de retirada de AP mâs importante de lo que se esperaba. Aunque 
numerosos estudios muestran que una activaciôn excesiva de los astrocitos 
promueve la neurodegeneraciôn, el aumento de la capacidad fagocitica de Ap de 
los astrocitos podria constituir una estrategia terapéutica para reducir la 
toxicidad asociada al Ap y la progresiôn de la EA.
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6.- MODELOS TRANSGENICOS
Actualmente, existen distintos modelos de animales transgénicos que 
resultan muy utiles para el estudio de la enfermedad de Alzheimer. En la 
siguiente tabla se muestran las principales caracteristicas de dichos modelos:
Modelo Region cromosômica Caracteristicas
PDAPP cADN de la APP
Plaças difusas y 
neurfticas, neuritas 
distroficas, gliosis y 
menor numéro de 
sinapsis.
Tg2576
Doble mutacion sueca 
(K670N y M671L)
Plaças difusas y 
neurfticas, neuritas 
distroficas y gliosis
APP23
cADN de la APP humana 
con la mutacion sueca
Plaças y angiopatfa 
amiloide, déficits de 
memoria y pérdida 
neuronal en CAl
PSl y PS2 Gen de la PSl o PS2 No desarrollan la 
patologfa amiloide
A P P /P Sl Gen de la APP y la PSl Se acelera la formaciôn de 
plaças
SxTg-AD
Genes de la PSl, doble 
mutacion sueca y 
taupSOlL
Plaças seniles, ovillos 
neurofibrilares, alteracio­
nes de la plasticidad 
sinâptica (LTP)
KO ApoE Gen de ApoE Menores niveles de 
sinaptofisina
APP/KO ApoE Gen de la APP y ApoE
Menor numéro de 
depôsitos de amiloide, 
plaças densas y neuritas 
distrôficas
KO RACE 1 Gen de la BACE 1 No producen el péptido 
P-amiloide
Tabla l .-  Principales modelos transgénicos de Alzheimer
62
Introducciôn
7.- SISTEM A CANNABINOIDE Y ENFERM EDAD DE ALZHEIM ER
Recientemente, se han publicado trabajos en los que se describe la posible 
influencia del sistema endocannabinoide en los procesos inflamatorios del 
cerebro y especificamente en la enfermedad de Alzheimer (Waksman y cols., 
1999; Milton, 2002; W alter y cols., 2003; Benito y cols., 2003; ). Volicer y cols. 
(1997) demostraron que el dronabinol, el componente mayoritario de la planta 
(A^-THC), preparado en una soluciôn con aceite y administrado de forma oral, 
mejora el apetito y las alteraciones del comportamiento en pacientes con la EA. 
Aparté de estos estudios, existen pocos datos clmicos acerca del papel de este 
sistema en la enfermedad de Alzheimer.
La abundancia de receptores CBi en neuronas del hipocampo y la corteza 
entorrinal abre la posibilidad de que estos receptores puedan mediar el efecto de 
los cannabinoides sobre el aprendizaje y la memoria. Se ha observado que el 
bloqueo de los receptores CBi utilizando el SR141716A mejora los déficits de 
memoria en ratones en los que previamente se ha administrado el péptido p- 
amiloide.
El grupo de Milton y cols. (2002) ha demostrado que la AEA previene la 
excitotoxicidad producida por el péptido P-amiloide a través de un mecanismo 
mediado por receptores CBi. Tras la exposiciôn a diferentes péptidos 
fibrilogénicos, la administraciôn de AEA previene su efecto tôxico en una Imea 
neuronal, y este efecto es revertido por el antagonista selectivo del receptor CBi, 
AM251. Estos datos sugieren que la activaciôn de los receptores CBi localizados 
en neuronas puede tener un papel importante en la protecciôn frente a la 
neurotoxicidad del péptido p-amiloide.
El ôxido nitrico esta involucrado en un gran numéro de enfermedades 
neurodegenerativas y se produce en grandes cantidades como consecuencia de la 
formaciôn de los depôsitos de P-amiloide (Law y cols., 2001). Waksman y cols.
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(1999) observaron que la activaciôn de los receptores CBi produce una 
inhibiciôn de la liberaciôn de ôxido nitrico en células de microglia de rata en 
cultivo. Estos datos sugieren que la modulaciôn de receptores CBi puede tener 
una aplicaciôn terapéutica en algunas enfermedades incluyendo la EA, ya que el 
NO participa en la formaciôn de las plaças seniles y los ovillos neurofibrilares, y 
en el inicio de la respuesta glial (Law y cols., 2001).
Sin embargo, los estudios realizados hasta la fecha muestran que no existen 
cambios en la distribuciôn de los receptores CBi en el cerebro de pacientes con 
la EA. Westlake y cols. (1994) observaron cambios en la expresiôn de los 
receptores CBi en muestras de tejido de pacientes con EA que no son atribuibles 
al proceso patolôgico. Ademâs, constataron una disminuciôn de los niveles del 
ARNm de estos receptores, probablemente debida a la pérdida neuronal que 
acompana a la progresiôn de la enfermedad. Los experimentos realizados en 
ratas de edad avanzada confirman estos datos (Romero y cols., 1998).
luvone y cols. (2004) han observado que el cannabidiol protege las células 
PC 12 expuestas al péptido P-amiloide
SINDROME DE DOW N  
1.- ASPECTOS FISIOPATOLÔGICOS
El Smdrome de Down (SD) es una trisomia del cromosoma 21, que 
incluye numerosos genes entre los que se encuentran los de la SOD-1, BACE-2, 
APP y SlOop. La mayoria de las personas con esta enfermedad desarrollan una 
patologfa similar a la de la enfermedad de Alzheimer con plaças seniles y ovillos 
neurofibrilares. El péptido p-amiloide comienza a acumularse a los pocos anos 
de vida y sus niveles aumentan con la edad (Leverenz y cols., 1998). A los 30 
anos aparecen las plaças difusas, que se asocian con neuritas distrôficas y estân 
formadas por el péptido APi-42 (menos soluble y tôxico). Los depôsitos formados
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por el péptido Api-4o se desarrollan posteriormente, y aparecen principalmente 
en plaças y en las paredes de los vasos sangumeos (angiopatfa amiloide) 
(Iwatsubo y cols., 1995). Sin embargo, a los 35-45 anos se acelera la apariciôn de 
la patologfa caracterfstica de la EA (Wisniewski y cols., 1985).
Los pacientes con SD no expresan niveles elevados de Ap hasta los 30 
anos. Por tanto, durante un perfodo largo de tiempo el exceso de Ap que se 
produce se élimina a través de las enzimas especfficas para la degradaciôn de 
este péptido. Sin embargo, no existen estudios acerca de los niveles o la 
distribuciôn de estas enzimas en el cerebro de pacientes con esta enfermedad.
Las plaças de p-amiloide se asocian con elevados niveles de marcadores 
de inflamaciôn, lo que puede deberse al aumento de expresiôn de determinados 
genes, ya que hay muchos genes de factores de inflamaciôn que se encuentran en 
el cromosoma 21. En las plaças de estos pacientes también se observan células 
de microglfa activada y un elevado numéro de astrocitos que expresan la 
protefna SlOOp (Griffin y cols., 1998) . Se han encontrado elevados niveles de 
IL-1, IL-6 y la molécula del complemento C lq  en el cerebro de pacientes con SD 
(Griffin y cols., 1989; Head y cols., 2001; Lemere y cols., 1996; Stoltzner y cols., 
2000).
Se han propuesto dos hipôtesis para explicar la etiologfa del SD: la 
hipôtesis del desarrollo inestable, en la que la pérdida del balance de 
cromosomas es la responsable de la enfermedad; y la hipôtesis de la dosis génica, 
que relaciona la enfermedad con la sobre-expresiôn de genes.
El cromosoma 21 contiene 255 genes y algunos de ellos estân implicados 
en la patologfa de la enfermedad (genes candidatos), aunque no se conoce la 
funciôn de la mayorfa de las protefnas codificadas por los mismos. Algunos de 
estos genes codifican para enzimas como la superôxido dismutasa 1 (SOD-1 ), 
que élimina los residuos de las uniones perôxido. En el cerebro fetal de 
individuos con SD se encuentra aumentada la actividad de esta enzima.
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produciéndose un mayor estrés oxidative y lipoperoxidacion gestacional. 
También se encuentran en el cromosoma 21 los genes que codifican para la 
protema de colâgeno IV, cuya exprès ion provoca alteraciones en la migraciôn 
neuronal. Por ultimo, se han encontrado elevados niveles de la protema SlOOp, 
molécula muy importante para la senalizacion neuronal, la sinaptogénesis y el 
desarrollo de dendritas. La sobre-expresiôn de esta proteina en el cerebro fetal 
puede ser una de las causas del retarde mental caracteristico de los enfermes de 
SD.
2.- MODELOS ANIMALES
A. MODELOS TRANSGÉNICOS
Los modèles transgénicos se han desarrollado para estudiar el efecto de la 
sobre-expresiôn de genes en esta enfermedad. Todos elles son muy utiles para 
identificar los denominados genes candidates implicados en el Smdrome de 
Down. Sin embargo, ninguno de elles se asemeja totalmente a la patologia en 
humanos, le cual indica que ademâs de los genes candidates existen otros 
implicados en esta enfermedad. Ademâs, existen genes que son especificos de la 
especie humana que no se encuentran en estes modelos, enmascarando algunas 
caracteristicas fenotipicas de la enfermedad en humanos. De igual forma, los 
genes especificos de raton pueden anadir algunas caracteristicas fenotipicas 
irrelevantes para el desarrollo de la enfermedad.
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En la siguiente tabla se muestran los modelos transgénicos existentes y 
sus principales caracteristicas.
Modelos Region cromosômica Caracteristicas
murinos
T g  SOD 1 Sod 1 (21q22.l) Alteraciôn de las uniones 
neuromusculares y menores niveles 
de serotonina en plasma
T g SlOOb SlOOb (21q22.2-22.3) Desarrollo anormal de dendritas
T g APP APP (2 lq 2 1.3-22.05) Neuritas distroficas asociadas a 
plaças seniles
T g Ets2 Ets2 (21q22.3) Alteraciones craneoencefâlicas y 
braquicefalia
T g DYRKl Dyrkl (21q22.l) Estructura cerebral anormal y 
alteraciones motoras
T g mSim2 Sim2 (21q22.2) Deficiencias en el aprendizaje
Tabla 2.- Principales m odelos transgénicos de Smdrome de Down
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B. MODELOS TRISÔMICOS
Modelo Region cromosômica Caracteristicas
T s 16 Cromosoma 16
Menor desarrollo de 
estructuras cerebrales, 
enfermedades cardiacas 
congénitas y periodo de 
supervivencia corto
Xs65Dn Cromosoma 16
Alteraciones de la 
plasticidad sinâptica, 
degeneraciôn colinérgica, 
hipertrofia de astrocitos, 
plaças seniles y ovillos
TslC je Cromosoma 16
Alteraciones del 
comportamiento y menor 
volumen cerebelar
Tabla 3.- Principales modelos trisômicos de Smdrome de Down
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Objetivos
OBJETIVO 1: Estudio de la distribucion de los distintos elementos del SCE en 
cerebro humano
OBJETIVO 2: Descripcion de los cambios de los elementos del SCE en la 
enfermedad de Alzheimer y modelos animales de la enfermedad
OBJETIVO 3: Descripcion de los cambios de los elementos del SCE en el 
Smdrome de Down y modelos animales
OBJETIVO 4: Posible relevancia funcional de los cambios observados en los 
elementos del SCE
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Material y  métodos
1.- MUESTRAS
A. Humanas
Para el estudio de la enfermedad de Alzheimer se utilizaron tejidos de 
cerebro postmortem de cuatro contrôles (64-75 anos) y siete pacientes con la 
enfermedad de Alzheimer (68-82 anos), con un intervalo postmortem de 12h. 
Los individuos control carecian de cualquier desorden psiquiâtrico o patologia. 
Todos los pacientes con EA cumpllan los criterios del CERAD (Consorcio para 
establecer un registro de la EA) y los criterios clmicos y neuropatôlogicos para 
el diagnôstico de esta enfermedad (Mirra et al., 1991). El diagnôstico de la EA 
también se confirmé con diversas tinciones especificas, como el Gallyas 
(Uchihara y cols., 2005) o la plata-metenamina (Haga y cols., 1994). Todas estas 
muestras se obtuvieron del Banco de Tejidos para Investigaciôn Neurolôgica 
(BTIN).
En las muestras citadas, se separaron los dos hemisferios cerebrales, 
procediendo a la congelacion inmediata de uno de ellos para la posterior 
realizacion del Western blot y  la medida de la actividad de la FAAH; mientras que 
el otro se fijô para la realizacion de las técnicas inmunohistoquimicas. En cada 
caso, uno de los hemisferios se fijô por inmersion en paraformaldehido al 4%, y 
se seleccionaron pequenos bloques de tejido de cada una de las areas de interés 
(hipocampo y cortezas parahipocampal y entorrinal). Las distintas areas se 
transfirieron a una solucion de KPBS 50mM (fosfato potâsico) y se cortaron en 
un vibratomo (Leica). Se seleccionaron las areas del hipocampo y las cortezas 
porque son areas ricas en plaças neuriticas y depôsitos de P-amiloide en la EA 
(Morrison and Hof, 2002). Las secciones de 50pm se utilizaron para técnicas 
inmunohistoquimicas y distintas tinciones.
Para el estudio del Slndrome de Down se obtuvo el cerebro de pacientes 
con el Smdrome de Down (6 dias, 3 y 8 meses, 8, 9, 34, 48 y 51 anos) e
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individuos control (30 semanas de gestacion, 29 y 58 anos). Estas muestras 
fueron donadas por la Dra. Sue GrifTin del Donald W.Reynolds Center on Aging de 
la Universidad de Arkansas. Posteriormente, se fijaron en paraformaldehido al 
4%. Se diseccionaron las areas de interés (corteza e hipocampo) y se embebieron 
en parafma, para después ser cortados en secciones de 4pm con un microtomo 
(Leica). Estas secciones se utilizaron para la realizacion de técnicas de 
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia. Se escogieron estas areas, porque, 
al igual que ocurre en la enfermedad de Alzheimer, son las areas con mayor 
contenido de plaças neuriticas.
Para el estudio de la relevancia funcional de los cambios observados en 
los elementos del SCE se utilizaron secciones de cerebro congelado de pacientes 
con la enfermedad de Alzheimer y cortados en un criostato a lOpm de grosor. El 
diagnôstico de la enfermedad se realize mediante técnicas especificas de tinciôn 
como el Gallyas o la plata metenamina y por las observaciones 
neuropatôlogicas. Las secciones contenian un elevado numéro de plaças seniles 
ricas en el péptido p-amiloide.
B. Ratones
Se utilizaron ratones transgénicos 3xTg-AD, los cuales expresan las 
mutaciones en los genes de la PSl, la doble mutaciôn sueca y la taupSOlL, 
fueron cedidos por el Dr. Frank La Ferla y mantenidos en el laboratorio de la 
Dra. Lidia Jiménez Llort en la Universidad Autônoma de Barcelona. Se 
extrajeron cerebros de ratones transgénicos de 3-15 meses y de ratones control 
de las mismas edades. A continuaciôn, se fijaron en paraformaldehido al 4% en 
PBS, se lavaron con KPBS 50mM y se cortaron con un vibratomo (Leica) en 
secciones de 30pm. Las secciones se transfirieron a KPBS para realizar las 
técnicas de inmunohistoquimica y las tinciones especificas. También se 
obtuvieron cerebros de ratones transgénicos y contrôles de las mismas edades 
citadas anteriormente para congelar a -80°C y realizar RT-PCT.
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Por otro lado, se obtuvieron los cerebros de los ratones transgénicos 
Ts65DN (presentan la trisomia del cromosoma 16) y los ratones control de 
distintas edades (8, 10, 14, 16 y 19 meses). Estas muestras fueron cedidas por la 
Dra. Sue Griffm del Donald PF.Reynolds Center on Aging de la Universidad de 
Arkansas. Los cerebros se fijaron en paraformaldehido al 4%, se embebieron en 
parafma y se realizaron bloques para después cortar secciones de 4pm en un 
microtomo. Estas secciones se utilizaron para la realizacion de técnicas 
inmunohistoquimicas. También se obtuvieron los cerebros de ratones 
transgénicos y control para congelar y posteriormente extraer el ARN para la 
realizacion de RT-PCR.
C. Lineas celulares
Se utilizaron dos Imeas celulares distintas: la Imea de astrocitoma 
humano denominada U373 MG (American Type Culture Collection, Barcelona) 
como modelo de astrocitos; y la Imea THP-1 [American Type Culture Collection, 
Barcelona) diferenciada a macrôfagos, como modelo de células de microglia 
activadas con capacidad fagocitica. Las células THP-1 se diferenciaron a 
macrôfagos incubando con el compuesto PMA [Phorbol Myristate Acetate) a una 
concentraciôn de 100 nM durante 24h. Posteriormente, se retira el PMA y se 
dejan en quiescencia durante 24 h antes de ser usadas.
2.- INMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOFLUORESCENCIA
Inmunohistoquimica. El protocolo que se utilizô es el descrito previamente por 
Tsou y cols. (1998a) y Romero y cols. (2002). Las secciones de parafma fueron 
sometidas a un proceso de desparafinado, por inmersiôn en orden sucesivo en 
xilol, etanol 100®, etanol 96® y agua. Este proceso sirve para eliminar los restos 
de parafma que pueden interferir con el marcaje posterior e hidratar las 
secciones.
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Las secciones de tejido se sometieron a un proceso de 
desenmascaramiento antigénico (Shi et al., 2001). Se colocaron las secciones en 
una olla a presiôn con una solucion hirviendo de citrato sôdico 0.0 iM  pH 6 
durante 2 min. Posteriormente, se dejan atemperar las secciones a temperatura 
ambiente, se lavan con KPBS y se incuban con una solucion bloqueante de la 
peroxidasa endôgena (Dako), durante 30 min. a temperatura ambiente. Se 
lavaron las secciones con KPBS y se incubaron con los correspondientes 
anticuerpos primarios durante toda la noche a 4®C. Los anticuerpos usados son 
los que se detallan en la siguiente tabla:
Anticuerpos Diluciôn Diana
Anti-CBi policlonal (Affinity Bioreagents) 1:500-
1:2000
Receptor CB1
Anti-CB2 policlonal (Affinity Bioreagents) 1:500-
1:1500
Receptor CB2
Anti-FAAH policlonal (Romero et al., 2002) 1:100-
1:1000
Enzima FAAH
Anti-CD68 monoclonal (Dako) 1:100 Microglia
Anti-GFAP monoclonal (Dako) 1:200 Astrocitos
Anti-p-amiloide monoclonal (Dako) 1:200 Péptido p- 
amiloide
Tras la incubaciôn con los anticuerpos primarios, se lavaron las secciones 
en KPBS y se incubaron con los anticuerpos secundarios biotinilados 
correspondientes (1:200), durante ih a temperatura ambiente. Posteriormente, 
se lavaron de nuevo las secciones en KPBS y se incubaron con el complejo 
avidina-biotina (Vector Elite), durante ih  a temperatura ambiente. Para 
visualizar la reacciôn, se incubaron las secciones en una solucion con un 0.01% 
de H2O2, 2.5% de sulfato de niquel y 0.04% de DAB (diaminobencidina) (Dako), 
obteniéndose un color m orado/negro.
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Para los estudios de doble marcaje, las secciones se incubaron de forma 
secuencial con el anticuerpo anti-FAAH, siguiendo el protocolo descrito 
anteriormente, excepto que el marcaje se visualiza con DAB en ausencia de 
sulfato de niquel (obteniéndose un color marron); seguida de la incubaciôn con 
el anticuerpo monoclonal anti-P-amiloide (1:200, Dako). En este caso, el marcaje 
se visualizô con el kit Vector Elite SG, obteniéndose un color azul. Se siguiô el 
mismo protocolo para los experimentos de doble marcaje CBg/Ap y FAAH/Ap.
Las secciones se montaron en portaobjetos tratados con gelatina, se 
deshidrataron y se sellaron con cubreobjetos. Las observaciones y las fotografïas 
se realizaron con el microscopio Nikon Eclipse E600 y la câmara Nikon FDX- 
35.
Los contrôles para demostrar la especificidad de los anticuerpos 
utilizados, se realizaron mediante la preabsorciôn y la co-incubaciôn de los 
anticuerpos con los correspondientes péptidos de bloqueo (CBi, protema de 
fusiôn contra los aminoâcidos 1-100 del CBi humano a 5pg/ml; CBg, protema de 
fusiôn contra los aminoâcidos 1-33 del CB2 humano a 5pg/ml; FAAH, protema 
de fusiôn contra los aminoâcidos 561-579 de la FAAH de rata a 1.25pg/ml), o 
mediante la incubaciôn en ausencia de anticuerpo primario.
Para realizar el marcaje inmunohistoquimico del péptido p-amiloide en 
los tejidos incubados con cultivos celulares, se retira el medio y se lavan los 
tejidos situados en las plaças très veces con EDTA 0.5M pH 8 a 37®C para 
eliminar las células pegadas al tejido. Posteriormente, se realizan dos lavados de 
5 min. cada uno con PBS pH 7.4 y se pasan los tejidos por âcido fôrmico al 70% 
en agua. Este tratamiento con fôrmico sirve para cambiar la configuraciôn del 
péptido amiloide y facilitar su detecciôn por el anticuerpo. A continuaciôn, se 
lavan los tejidos très veces con PBS y se incuban con paraformaldehido al 4% 30 
min. en hielo, para obtener una mejor fijaciôn del tejido. Los tejidos se lavan con 
PBS y se bloquea la peroxidasa endôgena incubando con una soluciôn comercial 
bloqueante de peroxidasa (Dako) durante 30 min. a temperatura ambiente. Se
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realizan très lavados con PBS y se incuban los tejidos con el anticuerpo anti-^- 
amiloide (Dako) durante 90 min. a 4®C. Tras la incubaciôn con el anticuerpo 
primario, se lavan los tejidos con PBS y se incuban con el anticuerpo secundario 
biotinilado correspondiente (Vector Elite) durante ih  a temperatura ambiente, 
seguido de la incubaciôn con el complejo avidina-biotina (Vector Elite) durante 
ih a temperatura ambiente. Por ultimo, se lavan los tejidos con PBS, y se 
incuban con una soluciôn comercial que contiene un 0.01 % de H2O2 , a la que se 
anade un 2.5% de sulfato de niquel y un 0.04% de DAB, obteniéndose un 
marcaje morado. Los tejidos se deshidratan y se obtienen fotografïas con el 
microscopio para poder cuantificar el numéro de plaças de p-amiloide.
Inmunofluorescencia. Las técnicas de inmunofluorescencia se llevaron a cabo 
para identificar poblaciones celulares especificas. Las secciones de parafma se 
lavaron con TBS, se sometieron al desenmascaramiento antigénico y se 
incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes (se detallan a 
continuaciôn), durante toda la noche a 4®C.
Anticuerpos Diluci
on
Diana
Anti-CB2 policlonal (Affinity Bioreagents) 1:100 Receptor CB2
Anti-FAAH policlonal (Romero et al., 2002) 1:50 Enzima FAAH
Anti-HLA-DR monoclonal (Dako) 1:50 Microglia
Anti-GFAP monoclonal (Dako) 1:500 Astrocitos
Posteriormente, se lavaron las secciones con TBS y se incubaron con los 
anticuerpos secundarios fluorescentes Alexa 488 (verde), para los anticuerpos 
policlonales, y Alexa 546 (rojo), para los anticuerpos monoclonales, durante 2h a 
37®C. Por ultimo, se lavaron las secciones en TBS y se sellaron con medio de 
montaje acuoso. Las observaciones y las fotografïas se realizaron con el 
microscopio (Nikon Eclipse 90i).
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Se llevaron a cabo experimentos de doble marcaje para los anticuerpos 
CB2/HLA-DR y FAAH/GFAP.
3.- W ESTERN-BLOT
El protocolo usado ha sido descrito anteriormente (Romero et al., 2002). 
El cerebro se obtuvo a partir de una autopsia, y se utilizo Igr. de la sustancia 
gris cortical para homogenizar en 10ml del reactivo M -PER (reactivo de 
extracciôn de proteînas de mamifero) (Pierce, Rockford, IL). Posteriormente, se 
agita el homogeneizado y se centrifuga a 27.000xg durante 15 min. Tras la 
centrifugaciôn se aislô el sobrenadante y se détermina la cantidad de proteinas 
en el extracto mediante un BCA siguiendo las indicaciones del fabricante 
(Pierce).
El extracto de proteinas (50pg) se desnaturalizô y separô mediante 
electroforesis (Laemmli, 1970) en un gel de poli-acrilamida al 15%, de 10.5x10 
cm de tamano y 0.75 mm de grosor. Después de la separacion, se transfirieron 
las proteinas desde el gel a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se 
lavô en PBS con un 0.2% de Tween-20 (PBST), y se incubé con una solucion de 
PBS y un 2% de leche en polvo desnatada (Fluka) durante toda la noche a 4®C 
para evitar las uniones inespecificas. Posteriormente, se incubé la membrana con 
los anticuerpos primarios correspondientes (anti-CBi, anti-CBg y anti-FAAH 
descritos en el apartado anterior) a una diluciôn 1:300 en PBST con un 2% de 
leche en polvo desnatada (Fluka), durante toda la noche a 4®C. Después de lavar 
la membrana con PBST, se incubé con un anticuerpo secundario 
correspondiente conjugado a peroxidasa (Sigma, St Louis, MO), a una diluciôn 
1:2000 en PBST con un 2% de leche en polvo desnatada, durante ih a 
temperatura ambiente. Por ultimo, se lavô la membrana con PBST y PBS, y se 
incubé con el cromôgeno NBT/BCIP para visualizar el complejo inmune. Para 
determinar la especificidad de los anticuerpos utilizados, en algunos 
experimentos se incubaron los anticuerpos con 8pg/m l de los péptidos de 
bloqueo usados para generar los mismos.
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4.- MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LA FAAH
Las secciones de tejido congelado se cortaron en un criostato y se tineron 
con azul de metileno. Se diseccionaron plaças neuriticas individuales de las 
cortezas parahipocampal y entorrinal con la ayuda de un microscopio, y se 
transfirieron a PBS. De igual forma, se obtuvieron secciones de tejido de 
cerebro de pacientes control. Se homogenizaron las plaças en 50pl de Tris 
(50mM, pH 7.4) con EDTA (imM ) y MgCL (3mM). Los lisados se incubaron 
con [^'*'C]AEA (2000dpm) durante 15 min. Durante la incubaciôn se uso 
clorofbrmo/metanol (1:2) como secuestrante. Posteriormente, se llevô a cabo la 
extracciôn segûn el protocolo descrito por Edgemond et al. (1998). Los 
contrôles se obtuvieron incubando en ausencia de tejido. La actividad de FAAH 
se détermina midiendo la cantidad de AEA que es hidrolizada.
5.- RT-PCR
Extracciôn de ARN de cerebro de ratôn SxTg-AD Se extrae el ARN de la
corteza y el hipocampo (10-20 mg de tejido), areas en las que se acumula el 
mayor numéro de plaças del péptido P-amiloide, mediante el kit MasterPure 
Complete DNA and RNA purification (Epicentre Biotechnologies, Madison, 
Wisconsin. Para homogenizar se diluyen 2 pi de proteinasa K (50 pg/pi) en 600 
pi de buffer de lisis para cada muestra y se incuban a 65®C 15 min. agitando con 
vôrtex cada 5 min. A continuaciôn se incuban las muestras en hielo durante 3-5 
min., se anaden 300 pi del reactivo de precipitaciôn y se agita con un vôrtex 10 
seg. Se centrifugan las muestras a 14000 rpm durante 10 min. y se transféré el 
sobrenadante a un tubo nuevo. Posteriormente, se anaden lOOOpl de isopropanol 
y se mezcla por inversiôn 30-40 veces. Se centrifuga a 4®C, 10 min. a 14000 rpm 
y se descarta el sobrenadante.
Para eliminar restos de ADN que pueden quedar tras la extracciôn, se 
tratan las muestras con DNAsal RNAsa-free durante 30 min. A continuaciôn, se
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anaden 400 pl de 2x T  y C Lisis Solution y se agita con vôrtex durante 5seg. Se 
anaden 400 pl de MPC, se agita con vôrtex 10 seg., se incuban las muestras en 
hielo 3-5 min. y se centrifuga 10 min. a lOOOOxg. Tras la centrifugaciôn se 
recoge el sobrenadante, se anaden 1000 pl de isopropanol y se mezcla por 
inversiôn 30-40 veces. Se centrifuga a 4®C 10 min. a 14000 rpm, se retira el 
sobrenadante y se lava el pellet con etanol al 75% dos veces. Por ultimo, se 
resuspende el ARN en 10-35 pl de HgO-DEPC.
Posteriormente, se corre un gel desnaturalizante para comprobar que el 
ARN no se baya degradado en ninguno de los pasos anteriores. Para preparar el 
gel se mezclan 0.6g de agarosa con 45ml de HaO-DEPC y se calienta en un 
microndas hasta que esté completamente disuelto. Posteriormente, se deja 
enfriar hasta 65®C y se anaden 5ml de MOPS lOx, 1.8ml de formaldehfdo al 37% 
y Ipl de bromuro de etidio. Las muestras se mezclan con buffer de carga, se 
calientan a 65°C durante 5min. y se ponen en hielo antes de cargarlas. La 
cuantificaciôn de la cantidad obtenida se realizô midiendo la absorbancia a 260 
nm, y se estimô su pureza mediante el cociente de la absorbancia a 260 y 280 
nm. Las muestras cuyo cociente no se encontraba en el rango 1.7 a 2.1 fueron 
desechadas.
Extracciôn de ARN de cerebro de ratôn Ts6ôDN. Se realiza la extracciôn de 
ARN total siguiendo el protocolo descrito en el kit TRI REAGENT (Molecular 
Research Center Inc.). Se anade 1ml de T ri Reagent a 100 mg de tejido y se 
homogeniza en un tubo de 5ml. Posteriormente, se incuba el homogenado 5min. 
a temperatura ambiente para permitir una mejor disociaciôn de los complejos 
nucleoproteicos. Tras la homogenizaciôn, se retira el material insoluble 
mediante centrifugaciôn a 12000xg 10 min. a 4®C. A continuaciôn, se retira el 
sobrenadante y se coloca en un tubo nuevo en el que se anaden 0.2ml de 
clorofbrmo. Se agita en el vôrtex, se incuba 10min. a temperatura ambiente y se 
centrifuga a 12000xg 15min. a 4®C. Tras la centrifugaciôn, se coloca la fase 
acuosa en un tubo limpio y se anaden 0.5ml de isopropanol. Se mezcla bien, se 
incuba 10min. a temperatura ambiente y se centrifuga a 12000xg 8min. a 4®C. Se
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élimina el sobrenadante con cuidado de no arrastrar el pellet, y este se lava con 
etanol 75%. Se centrifuga a 7500xg 5min. a 4®C y se élimina el sobrenadante. Se 
deja secar el pellet durante 5-10min. a temperatura ambiente, se resuspende en 
H2O-DEPC y se almacena a -80®C.
Para eliminar los posibles restos de ADN que queden tras la extracciôn 
del ARN se trata con la enzima DNsal. Para ello se usa el protocolo descrito por 
Roche. Los tubos se incuban en el termociclador (37®C, 30 seg., 37®C, 5 min., 
70®C, 10 min., 4®C, 00).
Posteriormente, se corre un gel desnaturalizante para comprobar que el 
ARN no se baya degradado en ninguno de los pasos anteriores. El gel y la 
cuantificaciôn se realizaron conforme a lo descrito previamente.
RT-PCR de muestras de ratôn 3xTg-AD. La reacciôn de retrotranscripciôn 
se realizô con 2 pg de RNA siguiendo las instrucciones del kit de First Strand 
cDNA synthesis kit for RT-PCR (AMV) (Roche Applied Science, Manheim, 
Germany). La mezcla contenia tanto random primer como oligo-dT. Las 
muestras se incuban en el termociclador 10 min. a 25®C, 60 min. a 42®C, 5 min. a 
99®C y 00 a 4®C.
RT-PCR de muestras de ratôn Ts65DN. Se utiliza el protocolo indicado en el 
kit ABI RT para PCR. La cantidad de ARN utilizada son 2pg.
Los tubos se incuban en el termociclador con 3 ciclos distintos; (l) 25®C, 
10min., (2) 37®C, 60min., (3) 95®C, 5min..
PCR. Se realiza una PCR cuantitativa para medir la expresiôn del ARNm de los 
receptores CBi y CBg y la enzima FAAH. Como control interno se usa el gen del 
ARN 18S. Los primers utilizados son los siguientes:
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PRIMER SECUENCIA Tm
CBi-Rata Sense CATCATCATCCACACGTCAG 60
CBi-Rata Antisense ATGCTGTTGTCTAGAGGCTG 60
CBs-Ratôn Sense GCGGCTGACAAATGACAC 55
CBs-Ratôn Antisense CGGGAGGACAGGATAATATAGAG 53.8
FAAH-Rata Sense TCCAAGAGCCCAGGAGGTTC 64
FAAH-Rata Antisense AAGCTGCACTGCCGTCTGTC 64
1 sS-Left Primer AAATCAGTTATGGTTCCTTTGGTC 59
ISS-Right Primer GCTCTAGAATTACCACAGTTATCCAA 59
La PCR se realiza con el LighCycler 3 de Roche y las condiciones y el kit 
utilizados son especificos para cada gen.
PCR para CB, y FAAH. Se lleva a cabo con el kit para PCR de Roche 
LightCycler-FastStart ADN Master SYBR Green I. Las condiciones de PCR 
para cada gen son las siguientes:
CB,: Desnaturalizaciôn: 95®C, 10 min.
Amplificaciôïi: 95®C, 10 seg., 57®C, 4 seg., 72®C, 13 seg. (45 ciclos) 
Melting: 63®C, 20 seg.
Cooling: 40®C, 30 seg.
FAAH: Desnaturalizaciôn: 95®C, 10 min.
Amplificaciôn: 95®C, 10 seg., 60®C, 5 seg., 72®C, 8 seg. (55 ciclos) 
Melting: 66®C, 40 seg.
Cooling: 40®C, 30 seg.
PCR para CB, Se utiliza el kit para PCR de Roche LightCycler FastStart ADN 
M aster HyProbe. Este kit incorpora dos sondas de hibridaciôn fluorescentes, 
que hibridan con una region de los productos amplificados durante la fase de 
annealing. Las sondas utilizadas son las siguientes:
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SONDA SECUENCIA Tm
Cn2 EL TTCTGTCTCCCGGCATCCCTCCA 68
Cn2 LC GGATGGGCTTTGGCTTCTTCTACTGGAGCT 71
Las condiciones de la PCR son las siguientes:
CB,: Desnaturalizaciôn: 95®C, 10 min.
Amplificaciôn: 95®C, 10 seg., 59®C, 20 seg., 72®C, 9 seg. (45 ciclos) 
Melting: 64®C, 30 seg.
Cooling: 40®C, 30 seg.
PCR para 18S. Se utiliza el kit de Roche LightCycler TaqMan Master y la 
sonda #55 (Use Universal probelibrary. Roche).
Las condiciones de la PCR son las siguientes:
18S : Desnaturalizaciôn: 95®C, 10 min.
Amplificaciôn: 95®C, 10 seg., 60®C, 30 seg., 72®C, 1 seg. (45 ciclos) 
Melting: 64®C, 30 seg.
Cooling: 40®C, 0 seg.
6.- CULTIVOS CELULARES
Mantenimiento de los cultivos. Las células se plaquean en fiascos de cultivo 
con 35 ml de medio de cultivo especifico para cada tipo celular (para U373MG 
se utiliza DMEN (Biowittaker) con 4.5m g/l de glucosa, ImM de piruvato 
sôdico, 3.7mg/l de C03HNa, 2mM Glutamina, 10%FBS (suero fetal bovino) 
(Biowittaker) y 50 U /m l de Penicilina/Streptomicina (Biowittaker); para TH P- 
1 se utiliza R PM I1640 (Biowittaker) con ImM de Piruvato sôdico, 0.05mM de
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2-mercaptoetanol (Sigma), 1.25 g de Glucosa, 10% de FBS (Biowittaker) y 50 
U /m l de Penicilina/Streptomicina (Biowittaker)), y se incuban a 37®C en una 
atmosfera de 95% de aire y 5% de COg saturada de humedad hasta confluencia. 
Posteriormente, se retira el medio de cultivo y se lavan con PBS para eliminar 
los restos de suero del medio. Se incuban en presencia de tripsina Ix a 37®C 
durante 5 min. para despegarlas del fiasco y se centrifugan a 800 rpm durante 5 
min.. Se élimina el sobrenadante y se realiza un contaje de células para 
posteriormente resuspenderlas en medio y plaquearlas a la densidad adecuada.
Experimentos de fagocitosis. Se colocaron los portaobjetos con los tejidos de 
pacientes con Alzheimer en plaças de cultivo p35 estériles con 1.5 ml del medio 
de cultivo especifico para cada tipo celular mencionado anteriormente. A 
continuaciôn, se plaquean las células sobre los tejidos a una densidad de 200.000 
células/plaça y se incuban a 37®C y con un 5% de COg durante toda la noche. Al 
dia siguiente, se lavan las plaças con PBS, se anade medio sin suero y se anaden 
los compuestos especificos cuya actividad se desea comprobar, a la 
concentraciôn deseada. Para comprobar si los vehiculos en los que se encuentran 
disueltos los compuestos tienen alguna actividad sobre las células y poder 
distinguir dicha actividad de la del propio compuesto, se anade el vehiculo en 
las plaças control. De igual forma, para conocer la capacidad fagocitica de las 
células por si mismas, se utilizan plaças en las que no se anade ni el compuesto 
ni el vehiculo. Las células se incuban durante 24h con los distintos compuestos 
y, posteriormente, se realizan técnicas inmunohistoquimicas para cuantificar el 
numéro de plaças présentés en los tejidos de pacientes con Alzheimer, y poder 
comparar el efecto de los distintos compuestos sobre la actividad fagocitica de 
los distintos tipos celulares.
Los compuestos utilizados se detallan a continuaciôn:
Compuesto Concentraciôn Tipo de compuesto
JWH-015 1, 5, 10 y 100 nM Agonista CBg
SR144528 25nM Antagonista CBg
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Ensayo de la LDH. Para descartar que una menor capacidad fagocitica se deba 
a la muerte celular y no a la acciôn del compuesto sobre las células, se recoge 
medio a distintos tiempos y se lleva a cabo la medida de los productos de la 
enzima lactato deshidrogenasa (LDH). Las células en cultivo al morir liberan la 
enzima LDH al medio, por lo que se trata de un buen método para cuantificar la 
muerte celular en cultivo. Este enzima cataliza la siguiente reacciôn; Pyr +
NADH ---------► Lactato 4- NAD+. Con este método se mide la desapariciôn de
NADH por el cambio de absorbancia a 340nm. Para ello, 0.6 mg de NADH 
(Sigma) se disuelven en una soluciôn de piruvato sôdico (l.8mM) y tampôn 
NaHgP04/NagHP04 (O.lM, pH 7.4). Se mezclan 50pl de muestra con 50|xl de la 
mezcla anterior en una plaça de ELISA y se mide la absorbancia a 340nm.
7.- CUANTIFICACIÔN DE PLAÇAS DEL PÉPTIDO B-AMILOIDE
7.1.- Area relativa de plaças
Para cuantificar el numéro de plaças présentés en los tejidos se realizaron 
fotografïas de las secciones de tejido con el objetivo Ix en un microscopio Nikon 
90i y la câmara DXM1200F acoplada al mismo. El ârea relativa de plaças se 
obtiene dividiendo el ârea total ocupada por plaças entre la superficie total de la 
secciôn de tejido.
7.2.- Anâlisis estadistico
Los resultados se expresan como la media ± SEM del numéro de 
experimentos. Las comparaciones estadfsticas se realizaron mediante el anâlisis 
de la varianza (ANOVA), con el test de Newman-Keuls para comparaciones 
multiples. Los valores de p < 0.05 se consideran estadfsticamente significativos. 
El anâlisis estadfstico se llevô a cabo con la versiôn 11.0.0 del programa SPSS 
(SPSS Inc.).
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Resultados
1.- LOCALIZACIÔN DEL SISTEMA CANNABINOIDE ENDÔGENO EN 
CEREBRO HUMANO
El objetivo de este bloque experimental fue determinar la distribucion a 
nivel celular de los distintos elementos del SCE en cerebro humano sano, e 
interpretar el significado funcional de su presencia en los distintos tipos 
celulares. La distribucion celular de los receptores CBi, CBg y FAAH ha sido 
descrita previamente en el cerebro de diversas especies animales, pero existen 
pocos datos acerca de su distribucion en humanos.
1.1.- Receptores CB,
La presencia de receptores CBi en cerebro se confirmé mediante Western 
blot a partir de un homogeneizado de cerebro, en el cual se obtuvo una banda de 
50kDa (Figura 2R, Imea 1), lo cual coincide con el peso molecular esperado para 
los receptores CBi. No se observa senal tras la incubaciôn del anticuerpo 
primario con el péptido de bloqueo, confirmando la especificidad del anticuerpo 
utilizado (Figura 2R, linea 2).
En general, la distribuciôn de los receptores CBi en SNC fue similar a la 
descrita previamente por otros autores mediante técnicas autorradiogrâficas 
(Herkenham y cols., 1990; Glass y cols., 1997). Dicha distribuciôn también fue 
coincidente con la descrita en otras especies de mamiferos, como la rata o el 
ratôn (Tsou y cols., 1998). Aunque la inmunohistoquimica no es una técnica 
cuantitativa, si permite distinguir variaciones en la densidad de receptores en 
distintas areas. Asi, los receptores CBi son especialmente abundantes en areas 
implicadas en el control motor, como la corteza motora, el caudado putamen, el 
globo pâlido, la substancia nigra pars reticulata y el cerebelo (Figuras lA-I y 2). 
Como se puede observar en la Figura 2 , su expresiôn es menor en areas como el 
hipocampo, el tâlamo y el hipotâlamo, y muy baja en areas del cerebro medio y 
la médula espinal.
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En la corteza, los receptores CBi se localizan en las células piramidales de 
las capas III, IV y V y en las interneuronas de la capa VI (Figuras lA y B). En 
hipocampo, se encontre un marcaje intense en las células piramidales (Figura 
iC-E). En la region del caudado-putamen se puede observar un marcaje 
neuropüico (Figura iF) y en el globo pâlido un marcaje en forma de red (Figura 
iG). La substancia nigra también révéla una abundante presencia de este tipo de 
receptores tanto en los cuerpos celulares como en fibras (Figura lH,I). En el 
cerebelo, el marcaje se localiza tanto en los cuerpos celulares como en las 
dendritas de células granulares y de Purkinje (Figura 2J).. Por el contrario, el 
marcaje fue menor en las células del nùcleo mamilar del hipotâlamo (Figura 
2K,L), en los cuerpos celulares de los nùcleos olivar inferior y dentado (Figura 
2M,N y 20, respectivamente), y en las neuronas motoras del asta anterior de la 
sustancia gris de la médula espinal (Figura 2P,Q).
La especificidad de los anticuerpos utilizados para los estudios 
inmunohistoquimicos se corroboré tras la incubaciôn con el péptido de bloqueo, 
tras la que no se observa marcaje.
1.2.- Receptores CB,
En primer lugar, se realizô un Western blot para confirmar la presencia de 
receptores CBg en homogeneizado de cerebelo humano (Figura 4C, Imea I). La 
incubaciôn con el péptido de bloqueo revierte la senal, confirmândose la 
especificidad del anticuerpo utilizado (Figura 4C, Imea II).
Frente a la abundante presencia de los receptores CBi, los receptores CBg 
se expresan en niveles mucho menores en el SNC humano. Asi, los estudios 
inmunohistoquimicos revelaron que los receptores CBg se expresan en âreas 
perivasculares, siendo mâs abundantes en porciones de la sustancia blanca, 
incluyendo vasos sangumeos de gran y pequeno calibre (Figuras 3A,B,D). A 
mayor aumento se observa que la superficie externa de los vasos sangumeos 
présenta un marcaje punteado, que corresponde a células con morfologia de
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células de microglia que se encuentran “abrazando” la superficie mâs externa de 
la pared de los vasos sangumeos (Figura 3C). No se observa marcaje en el resto 
del parénquima tisular ni en elementos neuronales del nùcleo dentado.
La especificidad del anticuerpo utilizado se comprobô mediante la 
incubaciôn con el péptido de bloqueo, tras la cual no se observé ningûn tipo de 
marcaje.
Para determinar qué tipo de poblaciones celulares expresaban este tipo de 
receptores se llevaron a cabo estudios de doble marcaje con marcadores 
fenotipicos caracteristicos de microglia. Estos estudios revelan que las células 
positivas para CBg, también son positivas para el marcador HLA-DP, DQ y DR, 
confirmando que se trata de células de microglia (Figuras 4A,B). Ademâs, el 
marcaje se limita a las células de microglia perivascular y no se observa en otros 
tipos de células de microglia.
1.3. FAAH
La presencia de FAAH en el cerebro de pacientes sanos se confirmé 
mediante Western blot, el cual puso de manifesto una banda de 50kDa 
correspondiente al enzima (Figura 6V, Imea l), confirmando los datos obtenidos 
en los estudios inmunohistoquimicos. La senal fue revertida tras la incubaciôn 
del anticuerpo con el péptido de bloqueo (Figura 6V, Imea 2).
La distribuciôn de FAAH fue muy similar a la encontrada para los 
receptores CBi. Los estudios inmunohistoquimicos revelan que los mayores 
niveles de marcaje se encuentran en la corteza, el caudado putamen, el globo 
pâlido, la substantia nigra pars reticulata y el cerebelo; mientras que se encuentran 
niveles de marcaje moderados en hipocampo, hipotâlamo y médula espinal.
En todas las regiones corticales estudiadas, el marcaje mâs intenso para 
FAAH corresponde a los cuerpos celulares y procesos de las neuronas
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piramidales (Figuras 5A,B)- También se observé marcaje en pequenos elementos 
no piramidales de la corteza. De forma llamativa, se observé un intenso marcaje 
en libras perivasculares de la sustancia gris y blanca. A diferencia del marcaje 
obtenido para los receptores CB2, el marcaje de FAAH se localiza en las 
terminaciones astrocitarias que se extienden hacia la pared de los vasos 
sanguineos. Este marcaje es mas évidente en la sustancia blanca donde se 
pueden apreciar cuerpos y procesos astrocitarios positives para FAAH (Figura
En el hipocampo, se observé un marcaje moderado de células piramidales, 
mas intenso en las regiones CAl y CA4 (Figuras 5D,E), y de neuronas del giro 
dentado predominantemente en secciones dendriticas (Figura 5F).
En los ganglios basales, se apreciaba un marcaje homogéneo en libras del 
nucleo caudado y del caudado putamen, que rellejaban un marcaje neuropüico 
(Figura 5G). Los cuerpos celulares de estas estructuras mostraron un marcaje 
moderado. Ademâs, se observé un marcaje perivascular en la sustancia gris a 
todos los niveles de los ganglios basales, similar al descrito en las areas 
corticales, y astrocitos marcados en la sustancia blanca. Por ultimo, se observé 
un marcaje en forma de red en las proyecciones estriatoelerentes del globo 
pâlido (Figura 5H) y un marcaje muy intenso en las libras (Figura 51) y las 
neuronas (Figura 5J) de la substantia nigra pars reticulata.
En los nùcleos talâmicos se observé un marcaje neuropüico y neuronal en 
el nucleo medial. En las areas hipotalâmicas se aprecié un marcaje neuronal en 
los cuerpos mamilares, el nucleo dorsomedial y el ârea hipotalâmica posterior 
(Figuras 5K,L).
En cerebelo, se observé un marcaje moderado en las capas molecular y 
granular, as! como en las neuronas de Purkinje (Figuras 5M,N). En la capa 
molecular, se observa un marcaje punteado correspondiente a libras de 
terminales nerviosos. El marcaje de las neuronas de Purkinje es perinuclear, con
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un marcaje escaso en los axones y las dendritas. Ademâs, se observa marcaje de 
las interneuronas estrelladas de la capa molecular. Por ultimo, se observé un 
marcaje muy intenso en los cuerpos celulares y las fibras aferentes que rodean 
dichos cuerpos en el nucleo dentado (Figura 5N).
En cerebro medio, se aprecié un marcaje moderado en las fibras del 
colîculo superior y la sustancia gris periacueductal (PAG) (Figura 50), en la que 
se observa un marcaje denso de fibras y un marcaje intenso de las neuronas del 
nucleo dorsal del rale y nucleo oculomotor (Figura 5P). Por el contrario, no se 
aprecié marcaje en el nucleo rojo.
En el tallo cerebral, se aprecié marcaje neuropüico y neuronal en los 
nucleos motores hipogloso y vago (Figuras 5Q,R). Ademâs, se encontré marcaje 
en las fibras de los nùcleos olivares inferior, dorsal y medial (Figuras 5S,T).
En la médula espinal, se observé un marcaje intenso en fibras de la 
sustancia gris y en neuronas del asta motora ventral y zonas intermedias 
(Figura 5U).
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F igura  1 -  D istribuciôn  d e  lo s re c e p to re s  CB^ en  c e re b ro  h um ano . (A-B) Células piramidales 
de la corteza. (C,D) N euronas piramidales de hipocampo. (E) Interneuronas del giro dentado del 
hipocampo. (F) M arcaje neuropilico en caudado putam en. (G) Globo palido. (H-i) Cuerpos 
celulares y fibras en substancia nigra
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Figura 2 - Distribuciôn de lo s  receptores CB  ^ en  
cerebro hum ano. (J) Células granulares y células de 
Purkinje del cerebelo. (K-L) Nucleo mamilar del 
hipotâlamo. (M-N) C uerpos celulares y fibras aferentes 
del nucleo olivar inferior. (O) C uerpos celulares y fibras 
aferentes del nucleo dentado. (F) Nucleo medular. (Q) 
N euronas m otoras del a s ta  anterior de  la sustancia gris 
de la médula espinal cervical. (R) W estern blot de  
receptores 08., en hom ogen eizado  de cerebro. S e  
obtiene una banda de 50kDa correspondiente a  los 
receptores CB, (linea 1). La senal d esap arece  tras la 
incubaciôn con el péptido de bloqueo (llnea 2 ).
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Figura  3.- E x p resiô n  d e  re c e p to re s  CBg en  c e reb e lo  h u m an o . (A) M arcaje de  receptores 
CBg en v asos sanguineos. (B) M arcaje punteado de  receptores CBg en vasos. (C-D) M arcaje de 
receptores CBg en células con morfologia de microglia airededor de  los vasos.
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60Kda Figura  4.- In m u n o flu o rescen c ia  para  re c e p to re s  CBg (A) Marcaje de  receptores CBg 
en células asociadas a  los v asos sanguineos.
(B) Marcaje de HLA-DP, DQ y DR en células de 
microglia. Las células sen a lad as  con fléchas 
expresan  am bos tipos de m arcadores. (C) 
W este rn -b lo t de  re c e p to re s  CBg en 
h o m o g en e izad o  ce reb e la r. S e  observa la 
presencia de dos bandas de  60 y 38Kda, 
correspondiente al receptor CB2 (I) La sehal 
d esap a rece  tras la incubaciôn con el péptido de 
bloqueo (II).
38Kda
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Figura 5 - Distribuciôn de FAAH en cerebro hum ano (A-B) N euronas piram idales de la corteza.
(C) Astrocitos en la sustancia blanca subcortical. (D) M arcaje de  FAAH en hipocampo. (E) Células 
piramidales del hipocampo. (F) Dendritas m arcadas en el giro dentado. (G) M arcaje neuropilico y de 
cuerpos celulares en caudado-putam en. (H) Marcaje de fibras en globo palido. (I-J) Marcaje de 
fibras y cuerpos celulares en substancia nigra. (K-L) M arcaje en células del a rea  posterior del 
hipotâlamo.
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Figura 6 - Distribuciôn de FAAH en cerebro  
hum ano. (M) Células granulares y células de 
Purkinje del cerebelo. (N) C uerpos celulares y fibras 
aferentes del nucleo dentado. (O) Marcaje 
m oderado en el colîculo superior e  intenso en fibras 
de la PAG. (P) C uerpos celulares del nucleo 
oculomotor. (Q-R) M arcaje de fibras en el nucleo 
medular. (S-T) Fibras del nucleo olivar inferior. (U) 
Marcaje en sustancia gris de  la médula espinal. (V) 
W estern blot de FAAH en hom ogen eizado  de  
cerebro. S e  observa una banda de  SOkDa 
correspondiente al enzim a (lînea 1). No se  observa 
senal tras la incubaciôn con el péptido de bloqueo 
(lînea 2 ). 9 4
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2.- LOCALIZACIÔN DEL SISTEMA CANNABINOIDE ENDÔGENO EN 
EL CEREBRO DE PACIENTES CON LA ENFERMEDAD DE 
ALZHEIMER
Una vez conocida la distribuciôn de los elementos del SCE en cerebro 
sano quisimos compararla con la que presentan pacientes con la enfermedad de 
Alzheimer y comprobar si el cuadro de neuroinflamaciôn asociado a esta 
enfermedad induce cambios en el patron de expresiôn descrito para los distintos 
elementos del SCE en el cerebro sano. Para ello, utilizamos regiones del cerebro 
de pacientes con dicha enfermedad en las que se sabe que tienen lugar los 
cambios moleculares tipicos de esta enfermedad. En concrete, utilizamos areas 
de hipocampo y corteza parahipocampal. En estas areas se sabe que bay una 
gran abundancia de ovillos neurofibrilares, plaças neuriticas y tienen lugar 
procesos neuroinflamatorios. Previamente al marcaje inmunohistoquimico 
realizamos tinciones que corroboraban el diagnôstico clmico, como el Gallyas 
(Figuras 7A, B) y la plata metenamina (Figuras 7C, D), confirmando la 
presencia de plaças neuriticas. Ademâs, la intensa neuroinflamaciôn asociada a 
los depôsitos de estos péptidos se confirmô mediante técnicas 
inmunohistoquimicas con los anticuerpos GFAP y CD68.
2.1.- Receptores CBi
Desde el punto de vista cualitativo, los estudios inmunohistoquimicos no 
revelan cambios en la expresiôn o la distribuciôn de los receptores CE % en el 
cerebro de pacientes con la enfermedad de Alzheimer en comparaciôn con los 
cerebros de pacientes control. La distribuciôn de los receptores en ambos casos 
es neuronal, con un marcaje especialmente intenso en las neuronas piramidales 
corticales (Figura 8A). En el cerebro de pacientes con EA no se observa la 
presencia de receptores CBi en la vecindad de las plaças neuriticas, que se 
pueden observar claramente (Figuras 8B,C). La incubaciôn con el péptido de 
bloqueo previene el marcaje, confirmando de nuevo la especificidad del 
anticuerpo utilizado (Figura 8D). Aunque apreciamos una menor densidad de
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receptores CBi en el cerebro de pacientes con la EA, ha de tenerse en cuenta que 
las técnicas inmunohistoquimicas son técnicas cualitativas y no cuantitativas, 
por lo que esta apreciacion no pudo corroborarse estadisticamente.
2.2.- Receptores CE*
A partir de los estudios inmunohistoquimicos pudimos observar que, a 
diferencia de los receptores CBi, la distribuciôn de los receptores CBg es distinta 
en el cerebro de pacientes con la enfermedad de Alzheimer en comparaciôn con 
el de pacientes control. En estos ûltimos no se observa marcaje significative 
para este tipo de receptores (Figura 9A) en las areas estudiadas, mientras que en 
los pacientes con EA se observa una évidente expresiôn de receptores CBg en 
células asociadas a las plaças neuriticas (Figuras 9B,C). Las células asociadas a 
las plaças neuriticas y positivas para CB2 tienen una morfologia de células de 
microglia. Para corroborar que se trata de este tipo de células, se llevaron a cabo 
técnicas de inmunohistoquimica con el marcador CD68, marcador fenotipico de 
células de microglia, en secciones de cerebro de pacientes con EA consecutivas a 
las utilizadas para CBg. Se observé que mientras que este marcador lo expresan 
todas las células de microglia, tanto las asociadas a plaças como las no asociadas, 
las células que expresaban CBg son solo las células de microglia asociadas a las 
plaças. (Figura 9D).
La estrecha asociaciôn entre las células de microglia que expresaban los 
receptores CBg y las plaças neuriticas se corroboré mediante estudios de doble 
marcaje para el péptido P-amiloide y los receptores CBa en el cerebro de 
pacientes con la EA. Se observé que los receptores CBa se expresan en células 
con morfologia de microglia asociadas a las plaças neuriticas ricas en péptido P~ 
amiloide y en microglia que se localizaba en el interior de las plaças (Figuras 
10A,B).
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2.3.- FAAH
Como se ha descrito en el bloque anterior, en el cerebro de pacientes 
control la enzima FAAH se expresa principalmente en elementos neuronales, 
mayoritariamente en el cuerpo celular de las neuronas piramidales (Figura 11 A). 
Ademâs de en los elementos neuronales descritos en el apartado anterior, en el 
cerebro de pacientes con la EA, la FAAH se expresa en células con morfologia 
de astrocitos hipertrôficos en la vecindad de las plaças seniles en las cortezas 
entorrinal y parahipocampal (Figuras llB,C). Para corroborar que se trata de 
este tipo de células se llevaron a cabo estudios inmunohistoquimicos con el 
anticuerpo GFAP, una protema del citoesqueleto de astrocitos utilizada como 
marcador fenotipico de este tipo de células, en secciones de cerebro de pacientes 
con EA consecutivas a las utilizadas para FAAH. Estos estudios revelaron que 
las células que expresan FAAH en la vecindad de las plaças neuriticas son 
astrocitos hipertrôficos positivos para GFAP (Figura llD ). Esta protema se 
exprèsaba tanto en astrocitos protoplasmâticos como fibrosos, mientras que la 
FAAH sôlo se encuentra en los astrocitos hipertrôficos.
La incubaciôn con el péptido de bloqueo previene el marcaje, confirmando 
la especificidad del anticuerpo utilizado.
Ademâs, se llevaron a cabo estudios de doble marcaje con FAAH y el 
péptido p-amiloide, y se observé que la FAAH se expresaba en astrocitos 
hipertrôficos que rodean las plaças neuriticas ricas en péptido 0-amiloide 
(Figuras 12A,B).
Por ultimo, quisimos estudiar si la FAAH ademâs de estar aumentada a 
nivel de protema, también mostraba una mayor actividad en el cerebro de 
pacientes con la EA con respecto al de pacientes control. Para ello, se 
diseccionaron plaças individuales del cerebro de pacientes con la EA, y âreas de 
un tamano similar del cerebro de pacientes control; y se realizô una medida de la 
actividad del enzima mediante el anâlisis de la cantidad de AEA hidrolizada. En
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este estudio observamos que se producia un aumento significativo (p<0.05) de la 
actividad de la enzima en las plaças aisladas de la corteza del cerebro de 
pacientes con Alzheimer en comparaciôn con muestras de pacientes sanos 
(Figura 12C).
\
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igu ra  7.- T inciôn d e  G allyas (A,B) y p la ta  m eten am in a  (C,D). S e  ponen de manifiesto las plaças 
en îles y los ovillos neurofibrilares en cerebros de pacientes con EA.
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Mgura 8.- Marcaje del receptor CB  ^ en  la corteza parahipocam pal. (A) Marcaje en un paciente 
control. A mayor aum ento se  observa m arcaje intenso en las neuronas piramidales. (B) M arcaje en 
in paciente con la enferm edad de  Alzheimer. No se  observa m arcaje en la vecindad de las plaças, 
lue se  pueden observar claram ente (sehaladas por fléchas). (C) Marcaje en detalle en un paciente 
on la EA. No se  observa m arcaje en la vecindad de las plaças. (D) No se  observa m arcaje tras la 
ncubaciôn con el péptido de bloqueo.
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Figura 9 - Marcaje de CBg (A-C) y CD68 (D) en la corteza parahipocam pal. (A) M arcaje en un 
paciente control. No se  observa ningûn tipo de marcaje. (B) Marcaje en un paciente con la EA. Se 
observa un m arcaje intenso en células con morfologia de microglia asoc iadas a las plaças 
neuriticas. (C) Marcaje detallado de células con morfologia de microglia positivas para CBg. (D) 
Marcaje de CD6 8  en un paciente con la EA. La morfologia de las células positivas para CBg 
coincide con la de  las células de microgla positivas para CD 6 8 .
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F igura  10 - CBg s e  e x p re sa  en  las  c é lu la s  d e  m icroglia  q u e  ro d ean  la s  p la ç a s  n eu ritic a s  en  el 
c e re b ro  d e  p a c ie n te s  con  EA. (A) Doble m arcaje del péptido p -amiloide (azul) y los receptores 
CBg (marron). S e  observa la expresiôn de receptores CBg en células con morfologia de microglia 
a so c iad as  a  las plaças neuriticas. (B) Detalle de una plaça de p-amiloide (azul) con células de 
microglia positivas para CBg (marron) en su interior.
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Figura 11.- Marcaje inm unohistoquim ico de FAAH (A-C) y GFAP (D). (A) M arcaje en un 
paciente control. S e  observa un patron de  m arcaje neuronal. (B) Marcaje en un paciente con EA. 
S e  observa un intenso m arcaje en los astrocitos hipertrôficos asociados a  las p laças neuriticas. (C) 
M arcaje en detalle de los asrocitos hipertrôficos. (D) Marcaje en un paciente con EA. S e  observa 
m arcaje de  GFAP tanto en  astrocitos protoplasm âticos como fibrosos.
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-igura 12 Doble marcaje FAAH/p-amiloide (A,B) y actividad de la FAAH (C). (A-B) M arcaje 
^e FAAH en astrocitos hipertrôficos (marrôn) airededor de las plaças neuriticas (azul). (C) S e  
nuestran las m édias de las cinco determ inaciones individuales. Los dos grupos com parados son 
ignificativamente distintos (p<0.05).
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s.-  LOCALIZACIÔN DEL SISTEMA CANNABINOIDE ENDÔGENO EN 
UN MODELO DE RATÔN TRANSGÉNICO DE ALZHEIMER, EL SxTg- 
AD
El modelo de ratones transgénicos SxTg-AD se considéra un buen 
modelo para el estudio de la patologia de la EA. Estos ratones desarrollan una 
neuropatologia progresiva y dependiente de la edad que incluye tanto la 
formaciôn de plaças seniles como la de ovillos neurofibrilares (Oddo y cols., 
2003). Al igual que ocurre en humanos, los depôsitos de P-amiloide aparecen en 
primer lugar en regiones corticales y posteriormente con la edad se extienden a 
otras regiones como el hipocampo. Por el contrario, los agregados de protema 
Tau aparecen primero en el hipocampo y con la edad se extienden a la corteza 
(Oddo y cols., 2003). Ademâs, las plaças seniles se forman en edades mas 
tempranas que los ovillos, datos que son consistentes con la hipôtesis de la 
cascada amiloide. Por ultimo, estos animales también presentan alteraciones de 
la plasticidad sinâptica (Oddo y cols., 2003). La apariciôn de estas caracteristicas 
patolôgicas sigue un curso temporal de varios meses, siendo évidentes a partir 
de los 9 meses. Por todas estas razones, este modelo de raton es adecuado para 
el estudio de los posibles cambios en la expresiôn de los distintos elementos del 
SCE. Para ello, llevamos a cabo experimentos inmunohistoquimicos y RT-PCR 
para medir los niveles de ARNm.
Mediante técnicas inmunohistoquimicas corroboramos que los ratones de 
edad avanzada (24 meses) presentaban depôsitos del péptido p-amiloide tanto 
extracelulares como intraneuronales en la corteza (Figura 13A) y una abundante 
gliosis, con células de microglia activada (Figura 13B) y astrocitos hipertrôficos 
(Figura 13C), de acuerdo con lo descrito previamente para este modelo. Ademâs, 
observamos la presencia de abondantes depôsitos de P-amiloide extra e 
intraneuronales en otras regiones cerebrales y de forma destacada en la 
amigdala (Figuras 13D,E).
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Las técnicas inmunohistoquimicas no revelaron ningûn cambio en los 
niveles de expresiôn y la distribuciôn de los receptores CBi y CBa y el enzima 
FAAH en los animales transgénicos con respecto a los animales control a 
ninguna de las edades estudiadas (2, 6, 12 y 15 meses). Asimismo, mediante RT- 
PCR, se determinaron los niveles de ARNm de los receptores CBs y FAAH en 
muestras de cerebros de ratones 3xTg-AD de 15 meses de edad y de ratones 
control de la misma cepa y edad. No se observaron cambios en los niveles de 
ARNm de los receptores CBg ni en la corteza ni en el hipocampo (p=0.23 y 
p=0.55, respectivamente), regiones estudiadas por ser las que presentan un 
mayor numéro de depôsitos de P-amiloide. Igualmente, no se observaron 
cambios en los niveles del ARNm de FAAH en corteza (p=0.43). Sin embargo, 
se observô una ligera disminuciôn de los niveles de ARNm de FAAH en el 
hipocampo de los animales transgénicos con respecto a los animales control, 
aunque esta diferencia no resultô significativa (p=0.07) (Figuras 14A-D).
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Figura 13.- D ep ô sito s  del p ép tid o  g- 
am ilo ide  y g lio s is  en  la co rte za  d e  
ra to n e s  3xTg-AD. (A) Depôsitos de  p- 
amiloide extracelulares (fléchas negras) e  
intrace lu lares (fléchas rojas) en la corteza. 
(B) Células de micorglia m arcadas con lba-1 
en la corteza. (C) Astrocitos m arcados con 
GFAP en la corteza. (D,E) Depôsitos de p- 
amiloide extracelulares en la am igdala.
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-igura 14 - N iveles de ARNm de CBg y FAAH en ratones 3xTg-AD y ratones control de 15 
n e s e s  a nivel de corteza e  hipocam po. (A-B) N iveles de ARNm de receptores CBg en corteza e  
lip ocam po, respectivam ente. No se  observaron cambios en los niveles de ARNm del receptor 
3B2 ni en  corteza ni en hipocampo (p=0.23 y p=0.55, respectivam ente). (C-D) N iveles de ARNm de  
-AAH en corteza e hipocam po, respectivam ente. No se  observaron cam bios en los niveles de 
expresiôn de FAAH en corteza (p=0.43). S e  observa una tendencia a  la disminuciôn de los niveles 
|le ARNm de FAAH en hipocam po en ratones transgénicos con respecto a anim ales control, aunque 
s te  cambio no e s  estad isticam ente significativo (p=0.07).
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4.- LOCALIZACIÔN DEL SISTEMA CANNABINOIDE ENDÔGENO EN 
EL SfNDROME DE DOW N
El Smdrome de Down es una trisomia del cromosoma 21, que incluye 
numerosos genes entre los que se encuentran el de la APP. La mayoria de las 
personas con esta enfermedad desarrollan con el tiempo una patologia similar a 
la de la enfermedad de Alzheimer con plaças seniles y ovillos neurofibrilares. 
Este hecho h ace que el SD sea considerado un buen modelo para el estudio de la 
progresiôn de la EA. Por ello, realizamos estudios inmunohistoquimicos en 
muestras de cerebro de pacientes con SD a diferentes edades con el fin de 
conocer el momento de la patologia en el que se produce la expresiôn de los 
distintos elementos del SCE. Como contrôles se utilizaron muestras de cerebro 
de pacientes sanos con diferentes edades.
Los estudios inmunohistoquimicos mostraron que de los siete pacientes 
con SD, sôlo très de ellos revelan la presencia de plaças. Como se esperaba, estos 
très casos corresponden a los individuos de edad adulta (34, 48 y 51 anos). 
Ademâs, se observô que el numéro de depôsitos del péptido P-amiloide aumenta 
con la edad, siendo mâximo en la corteza del paciente con 51 anos, en el cual la 
gran mayoria de la sustancia gris estaba ocupada por estas estructuras (Figuras 
15A-C).
4.1.- Receptores CBi
La distribuciôn o el nivel de expresiôn de los receptores CBi en los 
pacientes con Smdrome de Down no presentaba cambios con respecto a los 
pacientes control, con la excepciôn del caso de 51 anos, en el que se observô una 
menor expresiôn de este tipo de receptores, probablemente debida a la pérdida 
neuronal masiva que tiene lugar a consecuencia de la enfermedad. La 
distribuciôn de este tipo de receptores se localiza en las neuronas piramidales de 
la capa IV y en las neuronas de la capa VI de la corteza en ambos casos (Figura 
15D).
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4.2.- Receptores CB«
De acuerdo con los resultados obtenidos en la enfermedad de Alzheimer, 
se observan cambios en la distribuciôn y la expresiôn de los receptores CB2 en 
los pacientes con Smdrome de Down , mediante técnicas inmunohistoqufmicas.
No se observô marcaje para los receptores CB2 en la corteza del cerebro 
de pacientes control ni en la de los pacientes jôvenes con SD, con la excepciôn 
de un ligero marcaje en células perivasculares de la sustancia blanca. Por el 
contrario, se observa una mayor expresiôn de este tipo de receptores en células 
que rodean las plaças ricas en péptido p-amiloide en las secciones de tejido de los 
pacientes de edad adulta con SD (34, 48 y 51 anos) (Figuras 16A,B). Para 
confirmar qué tipo de células expresaban receptores CB2 se llevaron a cabo 
estudios de doble marcaje y se observô que las células positivas para el receptor 
CB2, son también positivas para el marcador HLA-DR, un marcador fenotipico 
caracteristico de las células de microglia (Figuras 16C-E).
4.3.- FAAH
La distribuciôn de FAAH en la corteza coincidia con la descrita 
previamente, con un marcaje neuronal, como ponen de manifesto los estudios 
inmunohistoquimicos. La mayor intensidad de marcaje en los casos control y los 
pacientes jôvenes con SD se localiza en las neuronas de mayor tamano de la 
corteza, mientras que las neuronas de tamano medio y pequeno muestran una 
menor intensidad de marcaje. En los pacientes con SD de edad adulta se observô 
una mayor expresiôn de FAAH en células asociadas a los depôsitos de p- 
amiloide (Figura 17A,B). Para confirmar qué tipo de poblaciôn celular expresaba 
FAAH, se realizaron estudios de doble marcaje, observando que las células que 
expresaban dicho enzima eran positivas también para GFAP, marcador 
caracteristico de astrocitos (Figuras 17C-E).
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Para estudiar mas a fondo la relaciôn entre la apariciôn de las plaças 
neuriticas y la inducciôn de la expresiôn de los receptores CBg y FAAH en las 
células gliales se llevô a cabo un estudio semicuantitativo a partir de los datos 
inmunohistoquîmicos obtenidos. Este anâlisis consiste en determinar el numéro 
de plaças y el de células positivas para CBg y FAAH asociadas a dichas plaças en 
las secciones de tejido utilizadas. Los resultados mostraron que el numéro de 
plaças aumenta en las secciones de pacientes adultos con SD en comparaciôn con 
las secciones de los casos control y los pacientes jôvenes con SD, en los cuales 
no se observaron plaças. El numéro de células positivas para CBg y para FAAH 
aumenta de forma paralela al numéro de plaças, siendo mâximo en el paciente 
con SD de 51 anos (Tabla l).
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Figura 15 - Marcaje del péptido p-am iioide en pacien tes con el Sindrom e de Down (A C). Se
observa un expresiôn depend lente de  la edad. (A) 9 anos. (B) 34 anos. (G) 51 anos. (D) Marcaje 
del receptor 08^ en la corteza de un paclente con  Sindrom e de Down. No se  observan 
cam bios en su expresiôn o distribuciôn con respecto a los pacientes control. S e  observa un 
m arcaje neuronal.
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'
Figura 16.- Doble marcaje de CBg y p- 
am iloiode en un paciente con el Sindrom e  
de Down (A,B). S e  observa m arcaje de CBg 
en células de  microglia (marron) airededor de 
las p laças neuriticas (azul). (C-E) Doble 
m arcaje fluorescente de CBg (verde) y HLA- 
DR (rojo). Las células positivas para CBg son 
positivas para el m arcador HLA-DR airededor 
de las p laças seniles.
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Figura 17 - (A) Marcaje de FAAH en un 
paciente con  Sindrom e de Down. (B)
Marcaje de FAAH en astrocitos (marron) 
airededor de las plaças neuriticas (azul). (C- 
E) Marcaje de FAAH en astrocitos (verde) 
positives para GFAP (rojo).
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ASE DIAGNOSIS AGE NUMBER OF AB 
PLAQUES/cmz OF 
TISSUE
NUMBER OF CB^+
MICROGLIATTISSUE
SECTION
NUMBER OF FAAH+ 
ASTROCYTES/TISSUE 
SECTION
090-47 DOWN SYNDROME 6 DAYS N.D. N.D. N.D.
N79-8 DOWN SYNDROME 8 MONTHS N.D. N.D. N.D.
N82-48 DOWN SYNDROME 8 YEARS N.D. N.D. N.D.
N79-24 DOWN SYNDROME 9 YEARS N.D. N.D. N.D.
A87-39 DOWN SYNDROME 34 YEARS * + +
A04-50 DOWN SYNDROME 48 YEARS * *
+  + +
TB1864 DOWN SYNDROME 51 YEARS * * *
+  +  +  + +  +  +
094-38 CONTROL 30 WEEKS 
GESTATION
N.D. N.D. N.D.
A95-75 CONTROL 29 YEARS N.D. N.D. N.D.
A96-6 CONTROL 58 YEARS N.D. N.D. N.D.
* < 1 0 ; ** 1 0 -2 0 ; *** > 2 0  p laques/cm 2  of tissue  
+ < 10; ++ 100-200; +++ 200-500; ++++ > 500 cells/section
T ab la  1.- Estudio sem icuantitativo del num éro d e  células a so c iad as  a  p laças que exp resan  los 
recep to res  CBg y FAAH en  el cerebro  d e  pacien tes  con SD en com paracion con el cerebro  de  
pac ien tes  control. S e  observa  un aum ento  del num éro de  células positivas para  CBg y FAAH en  el 
cereb ro  d e  individuos adultos con SD, m ientras que  no s e  observan  célu las positivas para  CBg y 
FAAH en  el cereb ro  individuos jô venes con SD o individuos control. El num éro de células positivas 
para  CBg y FAAH aum en ta  en paralelo con el num éro de  p laças neuriticas, siendo mâximo en el 
cereb ro  del individuo con SD d e  51 anos.
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5.- LOCALIZACIÔN DEL SISTEMA CANNABINOIDE ENDÔGENO EN 
UN MODELO DE RATÔN TRISÔMICO DE DOW N, Ts65DN
Los ratones trisômicos Ts65DN se caracterizan porque desarrollan 
plaças seniles y ovillos neurofibrilares, alteraciones de la plasticidad sinâptica, 
degeneraciôn colinérgica y astrocitos hipertroficos. Por todas estas razones 
constituyen un buen modelo para el estudio del SD y la EA. Por ello, quisimos 
estudiar si los resultados obtenidos en el cerebro de pacientes con SD son 
reproducibles con los de ratones Ts65DN. Para ello, realizamos técnicas 
inmunohistoquimicas y RT-PCR.
Mediante técnicas inmunohistoquimicas no se observaron cambios en la 
expresiôn y la distribuciôn de los receptores CBi, CB2 y FAAH en los ratones 
transgénicos en comparaciôn con los ratones control a ninguna de las edades 
estudiadas. La distribuciôn de ambos elementos del sistema cannabinoide es 
neuronal, mayoritariamente en areas como la corteza o el hipocampo.
Mediante RT-PCR observâmes que no existen diferencias en los niveles 
de ARNm de los receptores CBg entre contrôles y transgénicos ni en los grupos 
de 8-9 meses ni en los de 12-14 meses de edad (p=0.89 y p=0.87, 
respectivamente). Sin embargo, se observan mayores niveles de ARNm de este 
tipo de receptores en animales transgénicos en el grupo de edad 16-19 meses, 
aunque este cambio no alcanzô significaciôn estadistica (p=0.07) (Figura 19A). 
Los cambios de expresiôn de este tipo de receptores tienen lugar en los grupos 
de edad mas avanzada en los que existe un mayor numéro de depôsitos de □- 
amiloide y un mayor progreso de la patologia.
En cuanto a los niveles del ARNm de FAAH, no se observaron cambios 
significativos en ratones transgénicos a ninguna de las edades estudiadas: 8-9 
meses (p=0.3), 12-14 meses (p=0.38) y 16-19 meses (p=0.64) (Figura 19B).
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B %.
Figura 18.- M arcaje de  CB^ en un ra ton  con tro l (A) y en  un ra ton  tra n sg é n ic o  (Ts65DN) 
(B).M arcaje d e  FAAH en  un ra ton  co n tro l (C) y en  un ra ton  tra n sg é n ic o  (D). En am bos casos 
se  observa un m arcaje en elem entos neuronales de la corteza y el hipocampo.
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Figura 19 - N iveles del ARNm del receptor CBg y la enzim a FAAH en ratones  
tran sgén icos Ts65DN y ratones control de 8 a 19 m e ses  (A) Niveles de ARNm del 
receptor CBg en anim ales de 8-9 m eses, de 12-14 m eses  y de 16-19 m eses  m edidos en 
unidades arbitrarias. No s e  observan cam bios en los niveles de expresiôn en los grupos de 8- 
9 y 12-14 m eses  de edad  (p=0.89 y p=0.87, respectivam ente). S e  observa un aum ento no 
significativo de los niveles de ARNm en anim ales transgénicos con respecto a anim ales 
control en el grupo de 16-19 m eses (p=0.07). (B) Niveles del ARNm de FAAH en anim ales de 
8-9, 12-14 y 16-19 m eses  m edidos en unidades arbitrarias. No se  observan cam bios a 
ninguna de las ed ad es  estudiadas (p=0.3, p=0.38 y p=0.64, respectivam ente).
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6.- RELEVANCIA FUNCIONAL DE LOS CAMBIOS DE LOS 
ELEMENTOS DEL SISTEMA CANNABINOIDE ENDÔGENO
Tras observar los cambios en la distribuciôn y la expresiôn de los 
distintos elementos del SCE, decidimos estudiar el significado funcional de 
dichos cambios. Como los receptores CBa se expresan en células de microglia 
asociadas a las plaças seniles y la FAAH en astrocitos en la vecindad de las 
plaças, disenamos un experimento para ver la funciôn de estos elementos en la 
retirada del péptido p-amiloide. El objetivo principal de este bloque es estudiar 
su funciôn en la retirada del péptido p -amiloide in situ, considerada una de las 
estrategias terapéuticas mas relevantes en esta enfermedad. Para ello, se 
realizaron experimentos in vitro que consistian en incubar secciones de tejido del 
cerebro de pacientes con la EA en presencia de células de astrocitoma y células 
derivadas de macrôfagos THP-1 y comprobar la capacidad de las mismas para 
fagocitar el péptido p-amiloide. Posteriormente, se realizaron los mismos 
experimentos adicionando al medio un agonista cannabinoide CBs para estudiar 
la funciôn de este tipo de receptores sobre la capacidad fagocitica de las células. 
La capacidad fagocitica se expresa en forma de cambios en el ârea relativa de 
plaças, que es la superficie total del tejido que se encuentra ocupada por las 
mismas; y se détermina mediante técnicas inmunohistoquimicas.
Se sabe que ambos tipos celulares expresan receptores CBa (Aguado y 
cols., 2007; Mackie y cols., 2007; Klegeris y cols., 2003).
Los experimentos in vitro muestran que la linea de astrocitoma U373MG 
no posee la capacidad de retirar el péptido P-amiloide in situ. Como se observa en 
la grâfica, el ârea relativa de plaças es similar en los tejidos incubados en 
ausencia y en presencia de células, y el vehiculo utilizado en los experimentos 
(DMSO) no tiene ningun efecto en la acciôn de las células. El agonista 
cannabinoide JWH-015 no modifica esta acciôn en este tipo de células, ya que no 
se observan diferencias significativas en el ârea relativa de plaças a ninguna de 
las concentraciones del compuesto utilizadas (Figura 20B).
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Los macrôfagos derivados de monocitos T H P l tampoco poseen la 
capacidad de retirar el Ap in situ, ya que el ârea relativa de plaças es similar en 
los tejidos incubados en ausencia de células con respecto a los incubados en 
presencia de las mismas, y el DMSO carece de efecto sobre las células. Sin 
embargo, al anadir el JWH-015 se observa una disminuciôn significativa del 
ârea relativa de plaças dependiente de la concentraciôn: la disminuciôn es del 
39%± 13% para la concentraciôn de InM y del 64%±9% y 64%±8% para las 
concentraciones de 5 y lOnM, respectivamente. La disminuciôn observada del 
ârea relativa de plaças indica un aumento de la capacidad fagocitica de las 
células. A la concentraciôn mâs elevada, lOOnM, se observa un menor efecto, 
con una disminuciôn del ârea relativa de plaças del 28%±4% (Figura 20C).
Para corroborar que el efecto sobre la capacidad de retirada de P-amiloide 
estâ mediado por receptores CBs, se realizaron los experimentos descritos 
anteriormente incubando las células en presencia del antagonista selective CBa, 
SR I44528 (25nM), y el agonista JWH-015. Se observô que a la concentraciôn 
de 25nM el efecto del JWH-015 sobre la capacidad fagocitica de las células se 
revierte completamente (Figura 20D).
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U373MG
SIN CÉLULAS U373 U373+DMSO JW 1nM JW 5nM jw  10nM JW lOOnM
THP1
SIN CÉLULAS THP1 THP1+DMSO JW 1nM JW 5nM JW 10nM JW lOOnM
o150n
^ 100-
TH P-1+DM S0 JW 5nM JW 5nM+SR2 25nM
Figura  20.- E fecto  del a g o n is ta  c a n n a b in o id e  JW H-015 en  la c ap a c id ad  fag o c itica  de  p ép tid o  
be ta-am ilo ide . (A) Marcaje inmunohistoquimico para detectar las plaças de p-amiloide. (B) Efecto 
del agonista cannabinoide JW H-015 en la capacidad fagocitica de las células del astrocitom a 
U373MG. El agonista no activa la capacidad fagocitica en e s ta s  céllulas. (C) Efecto del JWH-015 
en la capacidad fagocitica de los m acrôfagos derivados de monocitos THP-1. El agonista activa la 
capacidad fagocitica de e s ta s  céllulas de forma dosis-dependiente. Para la concentraciôn del 
agonista InM se  obtiene una disminuciôn del area  relativa de plaças del 39%, para las de 5 y 
lOnM una disminuciôn del 64%, y para la de lOOnM del 30% (Kruskal-Wallis p<0.05). (D) Efecto 
del antagonista cannabinoide S R I44528 en la capacidad fagocitica del péptido p-amiloide de 
células THP-1. A la concentraciôn de 25nM el antagonista e s  capaz  de revertir de forma 
significativa el efecto del JWH-015 com pletam ente.
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Discusiôn
El diseno del prescrite trabajo prétendra abordar varios aspectos del SCE 
que todavia no habian side estudiados con detalle. En primer lugar, los datos 
existentes acerca de la distribuciôn general de algunos de los mâs relevantes 
elementos constituyentes de este sistema en el SNC humano eran escasos (caso 
del receptor CBs o de la enzima FAAH) o carecian de una resoluciôn celular 
apropiada (caso del receptor CBi). Aunque existian elegantes estudios previos 
acerca de su distribuciôn en otras especies de mamiferos (principalmente rata y 
ratôn), tan sôlo se conocian datos autorradiogrâficos acerca de la presencia de 
estos elementos en el SNC humano. Nuestra propuesta lue, por tanto, la de 
hacer una descripciôn detallada de la localizaciôn celular de los receptores CBi y 
CB2 y de la enzima FAAH en muestras postmortem de tejido cerebral humano.
A continuaciôn, decidimos afrontar el estudio acerca del estado de esos 
mismos elementos del SCE en el cerebro humano de pacientes con enfermedad 
de Alzheimer. El indudable potencial terapéutico como agentes 
neuroprotectores y antiinflamatorios de los cannabinoides, reforzaba el interés 
de este planteamiento. Dado el elevado nivel de conocimiento que boy en dia 
poseemos sobre las caracteristicas neuropatolôgicas de esta enfermedad 
neurodegenerativa y su tremendo impacto socioeconômico en sociedades 
avanzadas con una alta esperanza de vida como la nuestra, parecia relevante 
abordar los posibles cambios en el patrôn de expresiôn de los receptores CBi y 
CB2 y de la enzima FAAH en algunas regiones cerebrales de muestras 
procedentes de pacientes aquejados de esta enfermedad. De forma adicional, el 
uso de muestras de pacientes con sindrome de Down, nos permitiô estudiar el 
curso temporal de estos cambios y establecer parcialmente una relaciôn directa 
entre la apariciôn de depôsitos del péptido p-amiloide y las alteraciones en la 
expresiôn de receptores CB2 y la enzima FAAH.
Estos trabajos se vieron complementados con el uso de muestras 
animales procedentes de modelos transgénicos de ambas patologîas. Como 
primera aproximaciôn, los resultados que se ban presentado en este trabajo
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tenian por objetivo establecer si en estos modelos expérimentales se 
presentaban cambios similares a los observados en el SNC humano. La ausencia 
de dichos cambios, como se discutirâ a continuaciôn, no excluye necesariamente 
al SCE como posible diana terapéutica ni agota el razonamiento argumentai 
sobre su posible relevancia neuroprotectora y /o  antiinflamatoria.
Finalmente y, ante las observaciones realizadas, decidimos intentar 
arrojar luz sobre su posible significado funcional, ligândolo ademâs a su posible 
proyecciôn terapéutica. Para ello disenamos una serie de experimentos in vitro 
en los que, mediante el uso de muestras y Imeas celulares de origen 
exclusivamente humano, pudimos apuntar el interés de agentes agonistas CBa 
como posibles herramientas que favorecieran la eliminaciôn de los depôsitos 
proteicos aberrantes que subyacen a la patologia de la EA.
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BLOQUE 1: LOCALIZACIÔN DE DIVERSOS ELEMENTOS DEL SCE 
EN EL CEREBRO HUMANO SANO 
Receptores CB,
La masiva presencia de receptores del tipo CBi en el SNC es una de las 
mâs llamativas peculiaridades del SCE. Los datos pioneros obtenidos en los 
laboratories de la Dra. Howlett (1988) y del Dr. Herkenham (1990) permitieron 
llevar a cabo una exhaustiva caracterizaciôn del patron de expresiôn de estos 
receptores celulares en el SNC de diversas especies animales y, de forma muy 
destacada, de la rata y del ratôn. Mâs aûn, la descripciôn detallada de su 
localizaciôn celular realizada por Tsou y cols (1998) nos sirviô de excelente 
orientaciôn para la interpretaciôn de nuestros datos.
Respecto al SNC humano, los datos obtenidos en nuestro laboratorio 
vinieron a confirmar, en gran medida, las observaciones previamente publicadas. 
Los receptores CBi estân présentes en prâcticamente todas las regiones 
analizadas, tanto en cuerpos celulares como en proyecciones y terminales 
nerviosos. Su presencia lue observada en células piramidales de la corteza e 
hipocampo, en caudado-putamen y globo pâlido, cuerpos celulares y fibras de la 
substantia nigra, y cuerpos celulares y dendritas de las células granualeres y 
células de Purkinje del cerebelo. Por el contrario, el marcaje lue menor en las 
células del nûcleo mamilar del hipotâlamo, en los cuerpos celulares de los 
nûcleos olivar inferior y dentado, y en las neuronas motoras del as ta anterior de 
la sustancia gris de la médula espinal.
Cabe destacar algunas diferencias significativas respecto a lo observado 
en el cerebro de la rata. En primer lugar, respecto a las células piramidales del 
hipocampo, nosotros encontramos un marcaje claro en cuerpos celulares que, sin 
embargo, no aparece en secciones de tejido cerebral de rata. De acuerdo con 
Tsou y cols (1998), en el hipocampo de la rata los receptores CBi se hallan
124
Discusiôn
localizados en grandes interneuronas inhibitorias (GABAérgicas) asi como en 
las terminaciones nerviosas que rodean y alcanzan los somas de las células 
piramidales bipocampales, los cuales no presentan niveles significativos de 
marcaje. Hay que destacar aqui la discrepancia existente entre estos datos y los 
presentados por Marsicano y cols (2003), quienes encontraron datos que 
apuntan a la existencia de una poblaciôn de receptores CBi funcionalmente 
activos en las células piramidales del hipocampo del ratôn. Por otra parte, los 
datos de microscopia electrônica publicados por el grupo del Dr. Freund (1999) 
también parecen descartar la presencia de receptores CBi en el hipocampo en el 
cerebro humano. No tenemos una explicaciôn clara para estas discrepancias, mâs 
aûn si se considéra que el anticuerpo contra el receptor CBi utilizado es el 
mismo en todos los casos (procedente del laboratorio del Dr Mackie).
Otras regiones y tipos celulares en los que se encontraron discrepancias 
respecto a datos publicados previamente conciernen a la parte compacta de la 
substantia nigra asi como a las células de Purkinje de la corteza cerebelosa. En el 
primer caso, es bien sabido que, al menos en la rata, los receptores CBi se 
encuentran mayoritariamente localizados en las terminales GABAérgicas que, 
procedentes del estriado y del pâlido, alcanzan la parte reticular de esta 
estructura mesencefâlica. Los trabajos llevados a cabo mediante el uso de 
diversas toxinas (âcido iboténico y 6-OH-dopamina) permitieron realizar esta 
precisiôn anatômica, si bien es cierto que una pequena poblaciôn de receptores 
CBi es todavia detectable tras la deaferenciaciôn con âcido iboténico, indicando 
su localizaciôn en terminales subtalâmiconigrales o en elementos somâticos 
locales de la propia substantia nigra. En nuestras muestras el marcaje de 
receptores CBi alcanza ambas porciones de la substantia nigra, tanto en fibras 
terminales de la parte reticulata como en cuerpos neuronales localizados en la 
parte compacta.
Finalmente, Tsou y cols, describieron en detalle la localizaciôn de los 
receptores CBi en la corteza del cerebelo de la rata, concluyendo que ésta se 
limitaba a las células en cesta que ocupan una porciôn perisomâtica de las células
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de Purkinje. Datos adicionales, tanto morfoanatomicos (Herkenham y cols., 
1991) como funcionales (Regehr y Beierlein, 2006) parecen reforzar esta 
apreciacion. En nuestras muestras, sin embargo, el marcaje positive para CBi 
résulté évidente tanto en el soma como en las proyecciones dendriticas de este 
tipo de células. Es importante destacar que el grupo de Regehr (2006) ha 
demostrado que los endocannabinoides actûan como mensajeros retrogrades en 
muchos tipos de sinapsis, incluyendo las de naturaleza excitatoria e inhibitoria 
que modulan la actividad de las células de Purkinje, a través de los receptores 
del tipo CBi. Estos au tores afirman, ademâs, que otros mécanismes adicionales 
son necesarios para poder explicar la diversidad de efectos observados.
Una posible explicaciôn a estas discrepancias puede encontrarse en los 
distintos procedimientos de fijaciôn del tejido cerebral humano, asi como en 
posibles variaciones en las condiciones que rodearon el fallecimiento de los 
donantes o el intervale postmortem. Mientras que es bien sabido que el proceso 
de fijaciôn del tejido cerebral es un factor critico en la técnica 
inmunohistoquimica, se conoce poco acerca de la influencia de los otros factores 
mencionados. Los trabajos de Young y Penney en la década de los 90 sugieren 
que, efectivamente, esos factores pueden ser criticos a la hora de explicar 
importantes diferencias en cuanto a los resultados del marcaje con anticuerpos o 
en la detecciôn de ARNm mediante hibridaciôn in situ. Finalmente, la posible 
existencia de diferencias inter-especies, tanto cualitativas como cuantitativas, no 
debe ser descartada.
De lo dicho en esta secciôn podemos concluir que, en nuestras 
condiciones de trabajo, el marcaje de receptores CBi parece ser mâs elevado que 
lo descrito por otros autores. Desde el punto de vista de su interpretaciôn 
cualitativa y funcional, estas variaciones apuntarian a un mayor protagonismo 
de estos receptores en los procesos de memoria (hipocampo) y control de la 
actividad motor a (cerebelo y substantia nigra).
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Receptores CB,
Une de los descubrimientos mâs relevantes del présente trabajo es la 
descripciôn de la presencia de bajos niveles de expresiôn del receptor CBg en el 
SNC humano (no patolôgico). Hasta hace pocos anos, se aceptaba que los 
receptores del tipo CBa no estaban présentes en el SNC, sino que su localizaciôn 
estaba restringida a elementos celulares del sistema inmune en la periferia 
(Howlett, 2002). Estudios autorradiogrâficos y funcionales realizados con 
ratones a los que se les habia deleccionado el receptor CBg asi parecian 
corroborarlo. Sin embargo, el desarrollo de técnicas mâs sensibles ha permitido 
el descubrimiento de poblaciones discretas de este tipo de receptor en el SNC 
del ratôn, la rata, el hurôn y, segùn nuestros datos, el ser humano.
La presencia de receptores CBg en una subpoblaciôn celular tan especifica 
como es la microglia perivascular es coherente con el papel inmunoregulador 
que se ha atribuido a este tipo de receptores. La células de la microglia 
perivascular (también denominadas “pericitos” o “macrôfagos perivasculares”) 
desempenan importantes funciones en la fisiologia del SNC y, en concreto, de la 
barrera hematoencefâlica. Asi, participan en el control de la entrada de agentes 
externos al interior del SNC (funciôn de “inmunovigilancia”) y, mediante la 
producciôn de sustancias especificas (como las prostaglandinas), se piensa que 
también pueden condicionar el tono vascular. Ademâs, su privilegiada 
localizaciôn (inmediatamente por detrâs de la barrera formada por las células 
endoteliales y en mtimo contacto con ellas) les permite ejercer un papel 
fundamental en el control de la entrada de agentes potencialmente infecciosos al 
SNC. En concreto, se sabe que diversos virus capaces de alcanzar el SNC y 
desencadenar procesos inflamatorios y encefalitis (como por ejemplo el VIH-l) 
tienen a estas células como dianas directas. Asi, estas células son râpidamente 
infectadas una vez producido el contagio del individuo y en ellas el virus puede 
permanecer latente durante largos periodos de tiempo (incluso anos). Por 
estimulos aûn no completamente conocidos, la activaciôn de la replicaciôn viral
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en las células de la microglia perivascular desencadenarâ la expansion del 
proceso infeccioso al parénquima cerebral y la muerte masiva de neuronas que 
culminarâ en un cuadro clmico de demencia. Datos posteriores obtenidos en 
nuestro laboratorio muestran que la expresiôn de CBg en pericitos se ve 
aumentada como consecuencia de la infecciôn viral (Benito y cols. 2005), lo que 
sugiere su participaciôn en la respuesta microglial.
Otros autores ban informado de la presencia de receptores CBa en otras 
poblaciones celulares distintas a la microglia perivascular, en otras especies de 
mamiferos. Asi, Skaper y cols. (1996) fueron los primeros en presentar datos 
acerca de la expresiôn de estos receptores en el cerebelo de ratones sometidos a 
un dano excitotôxico. Sin embargo, no pudieron concluir si dicha expresiôn se 
producia en condiciones basales o era consecuencia de las condiciones 
expérimentales utilizadas en su estudio.
Por otra parte, la presencia de receptores CB2 también ha sido descrita en 
cultivos de ganglios del asta dorsal de la rata asi como en células de 
neuroblastoma. Incluso, Sokal y cols. (2003) ban sugerido su posible expresiôn 
en neuronas sensoriales primarias. En su conjunto, estos datos sugieren la 
existencia de poblaciones neuronales de CB2. Esta apreciaciôn se vio 
posteriormente confirmada con los datos de Van Sickle y cols. (2005), quienes 
ban identificado la existencia de receptores CB2 funcionales en el tallo cerebral 
asi como su participaciôn en el control de diversos procesos cerebrales y, de 
forma destacada, en el control del reflejo del vômito.
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F A A H
La enzima amido hidrolasa de âcidos grasos es la responsable de la 
degradaciôn de la AEA, uno de los principales endocannabinoides. Aunque en 
un principio se penso que también participaba en la degradaciôn del 2-AG, 
estudios posteriores ban indicado que su contribuciôn a la hidrôlisis de este 
endocannabinoide es muy reducida, llevada a cabo principalmente por la MAGL.
La distribuciôn de FAAH en células piramidales de la corteza e 
hipocampo, en células de Purkinje en el cerebelo y en células de los ganglios 
basales coincide con las areas en las que se ha observado la degradaciôn de AEA 
(Hillard y cols., 1995). Ademâs, las neuronas que expresan FAAH se encuentran 
prôximas a neuronas que muestran un marcaje muy intenso para receptores CBi 
(Tsou y cols., 1998). Esta proximidad en la localizaciôn de ambos componentes 
del SCE apoya la hipôtesis de que FAAH es el enzima encargado de inactivar la 
AEA en sus lugares de acciôn, los receptores CBi. Sin embargo, en otras 
regiones del cerebro no se observa dicha correlaciôn, lo cual podria explicarse 
por el hecho de que el enzima puede tener otros sustratos no cannabinoides 
(Cravatt y cols., 1995) o que la AEA tenga otras rutas para su metabolismo.
La presencia de FAAH en la substantia nigra también es muy relevante, 
indicando que esta estructura cerebral es un lugar especifico de acciôn de los 
compuestos cannabinoides. Las neuronas que contienen melanina de la substantia 
nigra pars compacta expresan este enzima de forma muy intensa, tanto en los 
cuerpos celulares como en los terminales. Estos resultados muestran que el 
enzima se expresa preferentemente en neuronas eferentes catecolaminérgicas asi 
como en neuronas aferentes GABAérgicas en la substantia nigra pars reticulata, 
todas ellas estructuras que forman parte del circuito estriatonigral- 
nigroestriatal de los ganglios basales.
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Las células de Purkinje y las del nûcleo dentado del cerebelo expresan 
elevados niveles de FAAH, mientras que las neuronas piramidales corticales y 
las neuronas del caudado-putamen muestran niveles intermedios del enzima. La 
presencia del enzima en este tipo de células apoya los datos de otros autores 
acerca del papel de los cannabinoides en el control motor (Pertwee, 1997). 
Numerosos autores ban descrito que la administraciôn exogena de 
cannabinoides produce importante efectos motores (Pertwee, 1997), y la enzima 
FAAH contrôla en buena medida la duraciôn de estos efectos, ya que los 
anâlogos de la AEA mâs resistentes a la degradaciôn o los cannabinoides 
clâsicos derivados de la planta que no son degradados por el enzima producen 
efectos inhibitorios mâs prolongados (Romero y cols., 1995; Romero y cols., 
1996). Por otra parte, la FAAH es una posible diana terapéutica para el abordaje 
de trastornos motores como la enfermedad de Parkinson (Morgese y cols., 
2007) y es capaz de modular los niveles de dopamina cerebral (Murillo- 
Rodriguez y cols. , 2007).
Finalmente, la presencia de FAAH en astrocitos perivasculares sugiere 
que este sistema puede participar en la regulaciôn del tono sangumeo en el 
cerebro (Gebremedhin y cols., 1999) y en el control de la funcionalidad de la 
barrera hematoencefâlica.
Por tanto, podemos concluir que la distribuciôn de la enzima FAAH en el 
SNC humano es coïncidente con la descrita previamente en otras especies 
animales y muy similar a la observada para los receptores CBi, lo que apunta a 
una estrecha relaciôn entre la diana del ligando AEA y los mecanismos para su 
degradaciôn.
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BLOQUE 2: LOCALIZACIÔN DE DIVERSOS ELEMENTOS DEL SCE 
EN EL CEREBRO HUMANO AFECTADO POR LA EA Y EL 
SÎNDROME DE DOW N Y EN MODELOS ANIMALES 
RELACIONADOS
Los resultados obtenidos en el desarrollo del présente trabajo revelan que 
el SCE expérimenta profundos cambios como consecuencia de una patologia 
neurodegenerativa crônica como la EA. Mas aûn, los datos obtenidos a partir de 
muestras de donantes con SD nos permiten establecer un nexo entre estos 
cambios y la apariciôn de depôsitos aberrantes de péptido pamiloide como 
fenômeno desencadenante de los mismos.
Como es sabido, la apariciôn de esos precipitados proteicos desencadena 
grandes cambios en el fenotipo de las células gliales, principalmente las 
localizadas en la vecindad de los mismos, lo cual se traduce en un fenômeno 
denominado “gliosis” y en la instauraciôn de un cuadro de inflamaciôn local 
intensa, que perpetûa el dano tisular y conduce a la muerte de las neuronas 
vecinas. Nuestros datos nos permiten postular a los receptores CB2 y a la 
enzima FAAH como marcadores adicionales de este proceso. Mas aûn, podemos 
afirmar que la inducciôn selectiva en la expresiôn de estos elementos del SCE es 
un fenômeno ligado a la deposiciôn del péptido p-amiloide, ya que no se da en 
individuos jôvenes afectados por el SD ni en individuos de edad avanzada sanos 
(en los que no se presentan este tipo de depôsitos) y si lo hace en muestras de 
adultos de edad avanzada, que desarrollan una patologia similar a la de la EA.
En concordancia con lo descrito por otros grupos, nuestros datos no 
sugieren una inducciôn glial de receptores CBi en el SNC humano de pacientes 
con EA ni con SD. La densidad de este tipo de receptores en el hipocampo y 
ganglios basales estâ disminuida, aunque no ocurre asi en la corteza frontal. 
Ademâs, su acoplamiento a los mecanismos de transducciôn de senal a través de 
protemas G estâ disminuido, tal y como ha sido descrito por Ramirez y cols. 
(2005) Finalmente, es importante advertir que, aunque no pudimos apreciar
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cambios aparentes en el patron de expresiôn de los receptores CBl, su posible 
papel en el abordaje terapéutico de la EA, derivado tanto del efecto 
neuroprotector de su activaciôn como de su posible presencia (si quiera en 
niveles muy bajos) en elementos microgliales, no debe ser descartado. De hecho, 
aunque los efectos psicoactivos de los cannabinoides ban limitado en buena 
medida los estudios en humanos, fârmacos compuestos por este tipo de 
moléculas se usan en la prâctica clmica, fundamentalmente como estimuladores 
del apetito y antieméticos. Volicer y cols. (1997) publicaron un estudio en el que 
el uso del dronabinol (en cuya composiciôn entra a formar parte el THC) 
redundô en un efecto beneficioso en pacientes con EA sobre la ganancia de peso 
asi como en una disminuciôn de la agitaciôn nocturna, caracteristica de estos 
pacientes. Mâs recientemente, W alther y cols. (2006) llevaron a cabo un estudio 
piloto en cinco pacientes con EA y observaron que dosis bajas de dronabinol 
mejoraban de forma significativa su actividad motora, sin apenas efectos 
secundarios no deseados.
La inducciôn de la expresiôn de receptores CBs en células microgliales 
asociadas a las plaças neuriticas constituye una observaciôn fundamental en el 
présente estudio. Como se ha comentado anteriormente, en condiciones basales 
el receptor CB2 parece expresarse en niveles bajos y en tipos celulares muy 
especificos. Sin embargo, la microglia activada ubicada en las plaças neuriticas 
présenta niveles signiflcativamente altos de este receptor. Con posterioridad, 
hemos podido comprobar un comportamiento semejante en macrôfagos y 
linfocitos infiltrados en âreas de inflamaciôn en otras patologias.
Es importante destacar que Ramirez y cols. (2005) ban demostrado que la 
activaciôn de receptores CB2 es capaz de bloquear la activaciôn de células de 
microglia in vitro por parte del péptido p-amiloide. Mâs aûn, se sabe que su 
activaciôn por distintos ligandos modifica de forma significativa la actividad de 
las células de microglia aunque, curiosamente, esta capacidad parece limitarse a 
estados en los que la microglia estâ activada. W alter y cols. (2003) ban 
demostrado que el 2-AG promueve la migraciôn microglial a través de la
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activaciôn de receptores CBs, mientras que Carrier y cols. (2004) demostraron 
un efecto proliferativo de ese mismo endocannabinoide, también mediado por 
ese tipo de receptor. Finalmente, Mestre y cols. (2006) y Ortega-Gutiérrez y 
cols. (2005) ban demostrado que los cannabinoides inhiben la actividad 
microglial e inducen una reducciôn en la producciôn de citoquinas 
proinflamatorias por parte de este tipo de células. Podemos concluir que la 
activaciôn de los receptores CBg microgliales favorece un estado de proliferaciôn 
y movilidad de estas células, al tiempo que previene su conversiôn hacia un 
perfil proinflamatorio.
La observaciôn de que la enzima FAAH se sobre-expresa de forma 
selectiva en astrocitos hipertrôficos asociados a los depôsitos patolôgicos de 
péptido p-amiloide concuerda con los datos obtenidos en otras enfermedades 
con un componente neuroinflamatorio, taies como la encefalitis inducida por 
VIH-1 o la esclerosis multiple. Aunque la presencia de FAAH en astrocitos ya se 
aprecia en muestras de pacientes sanos, nuestros datos demuestran que tanto la 
protema como su actividad enzimâtica asociada se ven potenciadas en zonas de 
neuroinflamaciôn. En nuestra opiniôn, una mayor actividad FAAH en focos 
neuroinflamatorios puede tener consecuencias proinflamatorias, debido a dos 
razones: en primer lugar, al descenso en los niveles locales de AEA, 
endocannabinoide que, se sabe, tiene propiedades neuroprotectoras; y, en 
segundo lugar, a la generaciôn de âcido araquidônico, como metabolito 
procedente de la degradaciôn de AEA, junto con la etanolamina. Ambos factores 
pueden desencadenar una agudizaciôn del proceso inflamatorio en las zonas de 
depôsito de los péptidos aberrantes, por lo que especulamos con la posibilidad de 
que la inhibiciôn de la actividad de esta enzima en este contexto pudiera tener 
interés terapéutico. Mâs aûn, otros autores ban propuesto que también la 
inhibiciôn de otras enzimas involucradas en el metabolismo del âcido 
araquidônico puede tener este valor; tal séria el caso de la fosfolipasa Ag o la 
ciclooxigenasa-2, enzimas que también se sobre-expresan en situaciones de 
neuroinflamaciôn. La hipôtesis acerca de la relevancia de la inhibiciôn de la 
FAAH se ha visto reforzada con los datos de Van der Stelt y cols. (2006) que
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indican que la potenciaciôn del tono endocannabinoide en un modelo animal de 
EA puede tener consecuencias beneficiosas, ya que mejora paramètres 
comportamentales y reduce la muerte neuronal. Es interesante destacar que 
estos autores encuentran estos efectos cuando la potenciaciôn se realiza de 
forma temprana, pero no tardia.
Finalmente, la ausencia de cambios equiparables a los descritos en el SNC 
humano en el cerebro de los dos modelos de ratôn transgénico utilizados nos 
permite concluir que podemos estar ante un patrôn caracteristico del cerebro 
humano. Es importante resaltar que, aunque se trata de modelos ampliamente 
aceptados y que reproducen, en la medida de lo posible, la patologia en 
humanos, no son capaces de mimetizar la enfermedad humana en todos sus 
aspectos. Por destacar algunos aspectos clave, la densidad de plaças neuriticas 
en el modelo SxTgAD o el grado de gliosis en ambos modelos (SxTgAD y 
Ts65DN) son signiflcativamente menores que los que se han descrito en el 
cerebro de pacientes aquejados de estas patologias. Mas aûn, la existencia de 
posibles respuestas compensatorias y /o  adaptativas en los modelos transgénicos 
de enfermedad asi como la posible existencia de diferencias entre especies, 
podrfan ayudar a explicar el porqué de estas diferencias. En cualquier caso y, 
como se ha mencionado con anterioridad, es importante remarcar que la 
ausencia de cambios significativos en el patrôn de expresiôn de CBi, CBg y 
FAAH en estos ratones, no descarta el posible interés de la modulaciôn del SCE 
como diana terapéutica en estos procesos, aunque si obliga a un replanteamiento 
de las estrategias expérimentales a desarrollar en el futuro inmediato. Por 
ejemplo, la aparente ausencia de inducciôn de CBg en el SNC de estos animales 
descarta, en principio su posible interés como posible objetivo. Estos datos 
discrepan de los obtenidos por el grupo de Van der Stelt y cols. (2006), quienes 
recientemente encontraron una inducciôn al alza de la expresiôn de receptores 
CBg en el cerebro de ratas y ratones a los que se habfa administrado una 
soluciôn de p-amiloide fibrilar en el parénquima cortical. De forma interesante, 
no encontraron cambios en los niveles de CBi a ninguno de los tiempos 
examinados. Ademâs de esa inducciôn de los receptores CBg, estos autores
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observaron un incremento significativo de los niveles de 2-AG como 
consecuencia de la administraciôn del péptido patogénico. Para explicar esta 
discrepancia podemos argumentar que se trata de un modelo experimental 
bastante alejado del de animal transgénico utilizado en nuestro trabajo en el 
cual el proceso patolôgico tiene lugar de forma paulatina y no mediante la 
administraciôn aguda de la proteina.
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BLOQUE 3: SIGNIFICADO FUNCIONAL DE LA SOBRE-EXPRESIÔN 
DE RECEPTORES CB. Y FAAH
Hemos encontrado que el agonista cannabinoide CBg, JW H -015, es capaz 
de activar la capacidad de retirada del péptido p-amiloide en los macrôfagos 
derivados de monocitos humanos THP-1 de forma dependiente de la 
concentraciôn y a concentraciones muy bajas siendo este efecto revertido por el 
antagonista de receptores CBg, SR144528. Por el contrario, este compuesto no 
modifica la acciôn de las células del astrocitoma humano U373. Estos 
resultados sugieren que el efecto de este agonista cannabinoide es dependiente 
del tipo celular y mediado por receptores CBs.
Se trata del primer estudio que muestra el efecto de un agonista sobre la 
retirada de AB en muestras humanas y concuerda con los datos previos 
existentes acerca de los efectos neuroprotectores del SCE. Actualmente, la 
producciôn de endocannabinoides en el foco inflamatorio se considéra un 
mecanismo protector endôgeno (Mechoulam y Lichtman, 2003). Ademâs, los 
resultados descritos confirman los obtenidos previamente por el grupo de 
Ehrhart y cols. (2005), quienes observaron un aumento de la capacidad 
fagocitica de AP de células de microglia de raton tras el tratamiento con JW H- 
015. Cabe destacar que las concentraciones utilizadas por este grupo (5pM) son 
muy superior es a las empleadas en nuestros experimentos (5nM). Ademâs, este 
grupo observé que el JW H -015 es capaz de inhibir la expresion de CD40 y el 
efecto inhibitorio de esta molécula sobre la capacidad fagocitica de las células 
microgliales. También describieron una disminucion de la producciôn de T N F-a 
y ôxido nitrico por parte de dichas células de microglia tras el tratamiento con 
IFN-y o Ap. Estos datos refuerzan las propiedades anti-inflamatorias de los 
cannabinoides sobre las células de microglia (Ramirez y cols., 2005) o los 
macrôfagos humanos (Klegeris y cols., 2003).
Algunos autores ban apuntado la potenciaciôn de la capacidad fagocitica 
de la microglia como posible estrategia terapéutica para disminuir la cantidad de
136
Discusiôn
depôsitos de P-amiloide (Koenigsknecht y Landreth, 2004). Aunque también se 
ha observado que los astrocitos son capaces de retirar P-amilooide in situ e in 
vivo (Wyss-Coray y cols., 2003), la microglia es la responsable mayoritaria de 
este proceso (Rogers y cols., 2002). Ademâs, se ha postulado que un defecto en 
la capacidad fagocitica de las células de microglia podrla ser el desencadenante 
de la acumulaciôn patogénica de Ap (Streit, 2004).
También se ha descrito que las propiedades anti-inflamatorias de los 
agonistas CBs favorecen la actividad fagocitica. El grupo de Koenigsknecht- 
Talboo y Landreth (2005) observé que la adicién exégena de citoquinas anti- 
inflamatorias potencia la retirada de Ap en células microgliales de ratén BV-2, 
mientras que un ambiente pro-inflamatorio inhibe el proceso. Por tanto, 
podrlamos especular que el JW H -015 actua sobre los receptores CBg présentes 
en los macrôfagos derivados de THP-1 disminuyendo la producciôn de 
moléculas pro-inflamatorias y aumentando la fagocitosis de Ap.
Es importante destacar que el efecto anti-inflamatorio mediado por la 
activaciôn de receptores CBg difiere con lo observado por otros autores que 
sugieren un efecto pro-inflamatorio de los cannabinoides que actûan sobre este 
tipo de receptores. W alter y cols. (2003), y Carrier y cols. (2004) mostraron que 
la activaciôn de receptores CBg estimula la migraciôn y proliferaciôn 
microgliales. Sin embargo, estos resultados no contradicen los resultados 
obtenidos previamente, ya que el aumento de expresiôn de las células de 
microglia en los procesos inflamatorios puede tener también efectos beneficiosos 
disminuyendo la liberaciôn de citoquinas o, como en este estudio, aumentando la 
retirada de Ap.
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Conclusiones
1.- En individuos sanos:
1.1.- Los receptores CBi son especialmente abundantes en areas del 
cerebro humano implicadas en el control motor, como la corteza motora, 
el caudado putamen, el globo palido, la substantia nigra pars reticulata y el 
cerebelo.
1.2- Los receptores CBa se expresan en las células de microglia 
perivascular, siendo mas abundantes en porciones de la sustancia blanca, 
incluyendo vasos sangumeos de gran y pequeno calibre.
1.3.- La distribucion de FAAH fue muy similar a la encontrada para los 
receptores CBi, con los mayores niveles de marcaje en la corteza, el 
caudado putamen, el globo palido, la substantia nigra pars reticulata y el 
cerebelo.
2.- La presencia de los receptores CBi y la enzima FAAH en estructuras 
implicadas en el control motor indican que ambos elementos del SCE podrian 
constituir dianas terapéuticas para el tratamiento de los trastornos del 
movimiento.
3.- En pacientes con la enfermedad de Alzheimer y el Smdrome de Down:
3.1.- No se observan cambios en la distribucion o los niveles de expresion 
de los receptores CBi.
3.2.- La expresion de los receptores CBs se induce en las células de 
microglia asociadas a las plaças seniles caracteristicas de ambas 
patologias.
3.3.- La enzima FAAH se sobre-expresa de forma selectiva en astrocitos 
hipertroficos asociados a los depôsitos del péptido p-amiloide. Ademâs, la 
actividad del enzima estâ aumentada en zonas de inflamaciôn por 
depôsitos de Ap.
4.- Los cambios observados en el cerebro de pacientes con la enfermedad de 
Alzheimer y en el de pacientes con Smdrome de Down, no se correlacionaron en
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los modelos transgénicos animales para ambas enfermedades. La ausencia de 
cambios equiparables a los descritos en humanos en los dos modelos animales 
puede deberse a que se trata de un patron caracteristico del cerebro humano, ya 
que, en buena medida, estos modelos no mimetizan la patologia en humanos en 
sus distintos aspectos.
5 - El agonista cannabinoide CBs, JW H -015 activa la capacidad de retirada del 
péptido p-amiloide en cor tes de tejido en los macrôfagos derivados de monocitos 
humanos THP-1 de forma dependiente de la concentraciôn y a concentraciones 
muy bajas. Este efecto es mediado por receptores CBs. Por el contrario, el 
agonista cannabinoide CBa, JW H -015 no es capaz de activar la capacidad de 
retirada del péptido p-amiloide en las células del astrocitoma humano U373MG.
6 - Los datos obtenidos con el agonista CBg sugieren que se trata de un efecto 
dependiente del tipo celular y mediado a través de receptores CBa.
7.- La modulaciôn del SCE podria constituir un importante abordaje para el 
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas en las que se producen 
acûmulos proteicos acompanados de procesos neuroinflamatorios.
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